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บทคัดย่อ (ภาษาไทย) 
 
การวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้มันส าปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอน 
ร่วมกับยีสต์ที่เหลือใช้จากโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตเบียร์เป็นแหล่งไนโตรเจน เพื่อผลิตตัวท า
ละลายอินทรีย์ แอซิโตน บิวทานอลและเอทานอลด้วยกระบวนการหมักแบบกะ โดยใช้แบคทีเรีย
Clostridium acetobutylicum TISTR 1462 การทดลองได้ท าการศึกษาผลของการควบคุมค่า pH ที่
แตกต่างกันในช่วง pH 4.5-6.5 รวมทั้งท าการศึกษาผลของความเข้มข้นของแป้งมันส าปะหลังในช่วง 
20-80 g/L ตลอดจนศึกษาผลของการใช้แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่แตกต่างกันที่มีต่อการผลิตตัว
ท าละลายอินทรีย์ จากผลการทดลองพบว่า แบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 สามารถใช้
แป้งมันส าปะหลังในการผลิตตัวท าละลายอินทรีย์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เทียบเท่ากับการใช้น้ าตาล
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน โดยการทดลองแบบกะที่ไม่มีการควบคุม pH สามารถผลิตตัวท าละลาย
อินทรีย์ทั้งหมด 14.33 g/L ซึ่งให้ผลใกล้เคียงกับการผลิตโดยใช้น้ าตาลกลูโคสที่ผลิตตัวท าละลาย
อินทรีย์ทั้งหมด 15.39 g/L นอกจากนี้ ยังพบว่าการใช้เอนไซม์ย่อยแป้งมันส าปะหลังกอ่นน าไปท าการ
หมัก ท าให้ได้น้ าตาลมอลโตสและน้ าตาลกลูโคสเกิดขึ้นนั้นไม่ได้มีผลช่วยให้การผลิตตัวท าละลาย
อินทรีย์เพิ่มขึ้น เมื่อเทียบกับการหมักที่ไม่ได้ย่อยด้วยเอนไซม์ ขณะที่การย่อยด้วยกรดก่อนน าไปท า
การหมัก พบว่าให้ผลผลิตที่น้อยกว่าการย่อยด้วยเอนไซม์ 19.48% ส่วนการทดลองที่มีการควบคุมค่า 
pH ในช่วงที่มีการผลิตตัวท าละลายอินทรีย์ (Solventogenic phase) พบว่าที่ pH 5.5 มีการผลิตตัวท า
ละลายอินทรีย์สูงสุด 20.08 g/L นอกจากนี้ยังพบว่าการควบคุมค่า pH ที่สูงกว่า 6.0 ขึ้นไปจะมีการ
ผลิตกรดอินทรีย์เป็นส่วนใหญ่ และมีการผลิตตัวท าละลายอินทรีย์เพียงเล็กน้อยเท่านั้น  และยังพบว่า
การควบคุมค่า pH ที่ 5.25 มกีารผลิตแอซิโตนสูงสุดถึง 6.78 g/L ทั้งนี้การทดลองที่มีการควบคุม pH 
ให้ความเข้มข้นสุดท้ายของตัวท าละลายอินทรีย์สูงกว่าที่ไม่มีการควบคุมค่า pH ประมาณ 1.5 เท่า จาก
ผลของความเข้มข้นของแป้งมันส าปะหลังที่ใช้ในการทดลองในช่วง 20-80 g/L พบว่าความเข้มข้น
ของแป้งมันส าปะหลังที่ 60 g/L มีการผลิตตัวท าละลายอินทรีย์สูงสุด คือ 14.33 g/L การใช้ความ
เข้มข้นเร่ิมต้นของแป้งมันส าปะหลังที่ต่ ากว่า 30 g/L จะท าให้เกิดการผลิตกรดอินทรีย์มากกว่าการ
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ผลิตตัวท าละลายอินทรีย์ ส าหรับผลของการใช้แหล่งไนโตรเจนที่ต่างกันที่มีผลต่อการผลิตตัวท า
ละลายอินทรีย์ พบว่าการใช้สารสกัดจากยีสต์ที่เหลือใช้จากโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตเบียร์เป็น
แหล่งไนโตรเจน ท าให้มีการผลิตตัวท าละลายอินทรีย์ 18.46 g/L ซึ่งใกล้เคียงกันกับการหมักที่ใช้ยีสต์
สกัดทางการค้า ซึ่งผลิตตัวท าละลายอินทรีย์ได้ 20.86 g/L  
 
ค ำส ำคัญ: กระบวนกำรหมักแอซิโตน-บิวทำนอล-เอทำนอล, มันส ำปะหลัง, แบคทีเรีย Clostridium 
acetobutylicum, กำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์, กระบวนกำรหมักแบบกะ 
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Acetone-Butanol-Ethanol (ABE) Production from Cassava by 
Fermentation process 
 
Sunthorn Kanchanatawee 
School of Biotechnology, Institute of Agricultural Technology,  
Suranaree University of Technology 
 
Abstract (ภาษาอังกฤษ) 
 
 The main objective of this study was to demonstrate the feasibility of using cassava 
materials as carbon sources supplemented with spent brewer’s yeast extract as a nitrogen source for 
acetone, butanol and ethanol (ABE) fermentation by Clostridium acetobutylicum TISTR 1462 in 
batch culture.  The solvents production was performed with different pH controlled strategies (pH 
4.5-6.5). The effects of cassava starch concentrations on the solvents production were investigated 
in the range of 20~80 g/L as well as the effects of different types of carbon sources and nitrogen 
sources. The results showed that Cl. acetobutylicum TISTR 1462 was capable of producing 
solvents efficiently from cassava materials, comparable to when glucose was used.  The batch 
experiment with uncontrolled pH of cassava starch resulted in 14.33 g/L of total solvents as 
compared with 15.39 g/L of total solvents when glucose was used. Moreover, it was found that 
enzymatic pretreatment of the gelatinized cassava starch yielding maltose and glucose prior to the 
fermentation did not improve solvents production as compared with direct fermentation of the 
gelatinized starch, while the lower solvents production (19.48%) was observed when cassava 
materials was hydrolyzed with acid prior to the fermentation. In the experiment with pH controlled 
during solventogenic phase, the highest total solvents production (20.08 g/L) was obtained with a 
controlled pH of 5.5. At controlled pH 6.0 or higher, the fermentation produced mainly organic 
acids with a small amount of solvents. It was also found that the highest acetone production (6.78 
g/L) was obtained at controlled pH 5.25. Using the appropriated pH control strategy, the final 
solvents concentration obtained was almost 1.5 times higher than that obtained under fermentation 
with uncontrolled pH. Within the range of cassava starch concentration investigated (20-80 g/L), 
the highest total solvents production (14.33 g/L) was obtained at 60 g/L initial cassava starch 
concentration. The fermentation performance using initial cassava concentrations lower than 30 g/L 
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was acidogenic rather than solventogenic. For the effect of various nitrogen sources, it revealed that 
the fermentation performance using spent brewer’s yeast extract as a nitrogen source resulted in 
18.46 g/L solvents production, comparable to that obtained in fermentation using commercial yeast 
extract (20.86 g/L). 
 
Keyword: Acetone-Butanol-Ethanol fermentation, Cassava materials, Clostridium acetobutylicum, 
Solventogenesis, Batch fermentation 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์ และค าย่อที่ใช้ในงานวิจัย 
 
ABE = Acetone-Butanol-Ethanol 
ATP = Adenosine 5’-tri-phosphate 
BYE = Spent brewer’s yeast extract 
BTU = British thermal unit 
CYE = Commercial yeast extract 
CoA = Coenzyme A 
ºC = Degree Celsius 
K = Degree Kelvin 
g = Gram (s) 
g/L = Gram (s) per Liter 
g/mL = Gram (s) per milliliter  
h = Hour (s) 
L = Liter (s) 
M = Molar 
mg = Milligram (s) 
mg/L = Milligram (s) per liter 
mg/mL = Milligram (s) per milliliter 
min = Minute (s) 
mL = Milliliter (s) 
mm = Millimeter (s) 
mmHg = Millimeter (s) of mercury 
MW = Molecular weight 
NAD = Nicotinamide adenine dinucleotide (Oxidized form) 
NADH = Reduced form of Nicotinamide adenine dinucleotide  
OD600 = Optical density at 600 nm 
Pa = Pascal  
rpm = Revolutions per minute 
RVP = Reid vapor pressure 
STP = Standard Temperature and Pressure 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์ และค าย่อที่ใช้ในงานวิจัย (ต่อ) 
 
µL = Micro liter (s) 
% (w/v) = Percentage weight by volume 
% (v/v) = Percentage volume by volume 
SEM = Scanning Electron Microscope 
DAPI  = 4,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride 
PI = Propidium iodide 
nm = Nanometer 
µM = Micro molar (s) 
µm = Micro meter (s) 
mV = Millivolt (s)  
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บทที่ 1 
บทน ำ 
 
1.1 ควำมส ำคัญและท่ีมำของปัญหำกำรวิจัย 
ในรอบปีที่ผ่ำนมำ รำคำน  ำมันดิบพุ่งสูงขึ นอย่ำงต่อเนื่อง ประกอบกับในปัจจุบันผู้คนให้
ควำมสนใจเกี่ยวกับภำวะโลกร้อนมำกขึ น ส่งผลให้เกิดควำมพยำยำมที่จะน ำไปสู่กำรผลิตพลังงำน
ชีวภำพจำกแหล่งวัตถุดิบเหลือใช้เพิ่มมำกขึ นด้วย (Ezeji et al., 2005; Qureshi et al., 2008) ทั งนี เอทำ
นอล ซึ่งเป็นพลังงำนชีวภำพดั งเดิมมีคุณสมบัติในกำรดูดควำมชื นสูง และมีควำมหนำแน่นของ
พลังงำนต่ ำ (Low density energy) จึงเพิ่มควำมยุ่งยำกในกำรน ำไปใช้ รวมถึงค่ำกำรเก็บรักษำและกำร
ขนส่งที่สูงเมื่อเปรียบเทียบกับบิวทำนอล บิวทำนอลมีคุณสมบัติในกำรดูดควำมชื นและกำรระเหยที่
ต่ ำ รวมทั งยังมีค่ำควำมหนำแน่นของพลังงำน (Density energy) ที่ใกล้เคียงกับแก๊สโซลีนด้วย (Lee et 
al., 2008a) นอกจำกนี บิวทำนอลยังสำมำรถใช้เป็นสำรตั งต้นในอุตสำหกรรมกำรผลิตพลำสติกและ
อุตสำหกรรมกำรผลิตกลิ่นรสได้อีกด้วย (Campos et al., 2002) ดังนั นในปัจจุบันนี นักวิจัยส่วนใหญ่
จึงหันมำให้ควำมสนใจกับกำรศึกษำกระบวนกำรกำรผลิตบิวทำนอลมำกขึ น 
บิวทำนอลเป็นผลิตผลหนึ่งที่ได้จำกกระบวนกำรหมักของแบคทีเรียในกลุ่ม Clostridia จำก
กระบวนกำรเอบีอี (ABE fermentation) ซึ่งประกอบด้วยแอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล ทั งนี 
Clostridium sp. ถูกจัดอยู่ในกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive) ที่สำมำรถสร้ำงสปอร์ และ
เจริญเติบโตได้ดีในสภำวะไร้ออกซิเจน โดยสภำพธรรมชำติแล้วแบคทีเรียกลุ่มนี มีวิถีในกำรเปลี่ยน
น  ำตำลให้เป็นตัวท ำละลำยอินทรีย์ (แอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล) แบคทีเรีย Clostridium sp. 
ได้ถูกจ ำแนกออกเป็นสำยพันธุ์ต่ำงๆ เป็นจ ำนวนมำกเพื่อใช้ในกำรศึกษำหำสภำวะที่เหมำะสมใน
กระบวนกำรผลิตบิวทำนอล แต่แบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum เป็นสำยพันธุ์เดียวที่นิยม
น ำไปใช้ในกระบวนกำรผลิตบิวทำนอลในระดับอุตสำหกรรม (Jones and Woods. 1986) ซึ่งบิวทำ
นอลสำมำรถผลิตได้จำกวัตถุดิบที่เหลือใช้ทำงกำรเกษตร เช่น กำกน  ำตำล (Molasses), สำรชีวมวล
ทำงกำรเกษตร (Agricultural biomass),  Wood hydrolysate และวัตถุดิบประเภทที่ให้แป้ง (Starchy 
material) (ข้ำวโพด ข้ำวสำลี ข้ำวเจ้ำ ข้ำวไรย์ และมันส ำปะหลัง) ของเสียจำกอุตสำหกรรมนม (Dairy 
industry waste) เป็นต้น (Campos et al., 2002) ปัญหำที่มักจะส่งผลกระทบในเชิงเศรษฐศำสตร์ของ
กระบวนกำรผลิตบิวทำนอล ได้แก่ ต้นทุนของวัตถุดิบที่น ำมำใช้ผลิต ชนิดของถังปฏิกรณ์ชีวภำพ 
เทคนิคในกำรเก็บเกี่ยวผลผลิต กำรเกิดผลผลิตอ่ืนๆ (By products) ในระหว่ำงกำรหมักบิวทำนอล 
ควำมเข้มข้นของตัวท ำละลำยอินทรีย์ที่ผลิตได้ และควำมสำมำรถในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ของ
แบคทีเรีย เป็นต้น (Qureshi et al., 2001) ทั งนี มีรำยงำนว่ำข้อจ ำกัดหลักทำงด้ำนเศรษฐศำสตร์ใน
กระบวนกำรผลิตแอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล คือ ต้นทุนของวัตถุดิบที่ใช้ในกำรผลิต ซึ่งคิด
  
 
 
 
 
 
 
 
เป็นร้อยละ 60-70 ของต้นทุนทั งหมด (Madihah et al., 2001a; Madihah et al., 2001b) ดังนั นวัตถุดิบ
ที่หำได้ง่ำยและรำคำถูกจึงเป็นสิ่งจ ำเป็นในกระบวนกำรผลิตเพื่อให้สำมำรถลดต้นทุนกำรผลิตให้มำก
ที่สุด ทั งนี วัตถุดิบที่มีอยู่จ ำนวนมำกและรำคำถูกที่นิยมใช้ในอุตสำหกรรมกำรมักเพื่อผลิตสำรอินทรีย์ 
คือวัตถุดิบประเภทแป้ง ซึ่งในประเทศไทยเอง มันส ำปะหลังถือได้ว่ำเป็นอีกหนึ่งวัตถุดิบทำงเลือก 
เน่ืองจำกมีรำคำถูกและมีอยู่มำกภำยในประเทศ นอกจำกนี มันส ำปะหลังยังเป็นวัตถุดิบที่น่ำสนใจใน
กำรที่จะน ำไปผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ ทั งในด้ำนเศรษฐศำสตร์และภูมิศำสตร์อีกด้วย กล่ำวคือ มัน
ส ำปะหลังที่โตเต็มที่จะให้ปริมำณแป้งที่สูงมำกเมื่อเทียบกับพืชที่ให้แป้งชนิดอ่ืนๆ นอกจำกนั นมัน
ส ำปะหลังยังสำมำรถเจริญเติบโตในดินที่มีแร่ธำตุอำหำรต่ ำและแห้งแล้งได้ (Yu and Toa, 2009) 
ดังนั นมันส ำปะหลังจึงเหมำะที่จะใช้ในกำรผลิตเชื อเพลิงชีวภำพ อย่ำงเช่นบิวทำนอล เป็นต้น 
ในกระบวนกำรหมักแอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล แบคทีเรียจ ำเป็นต้องใช้สำรอำหำร
ที่ซับซ้อนโดยเฉพำะอย่ำงยิ่งแหล่งไนโตรเจน มีรำยงำนว่ำ แหล่งไนโตรเจนที่มีประสิทธิภำพมำก
ที่สุดในกำรเพำะเลี ยงแบคทีเรีย คือแหล่งที่ได้มำจำกสำรสกัดจำกยีสต์ (Yeast extract) (Madihah et 
al., 2001b) อย่ำงไรก็ตำมสำรสกัดจำกยีสต์เป็นวัตถุดิบที่มีรำคำสูง ดังนั นจึงเป็นสิ่งที่ท้ำทำยในกำร
พัฒนำวิธีกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ (แอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล) เพื่อลดต้นทุนกำรผลิต 
โดยใช้วัตถุดิบที่เป็นแหล่งไนโตรเจนที่มีรำคำถูก อย่ำงเช่น สำรสกัดจำกยีสต์ที่เหลือใช้จำกโรงงำน
อุตสำหกรรมกำรผลิตเบียร์ (Spent brewer’s yeast extract) ที่อุดมไปด้วยสำรอำหำรที่มีประโยชน์ต่อ
กำรเจริญของแบคทีเรียมำกมำย มำทดแทนกำรใช้วัตถุดิบรำคำแพงดังกล่ำว ฉะนั นเมื่อพิจำรณำควำม
เป็นไปได้แล้ว ในกำรศึกษำนี จึงใช้สำรสกัดจำกยีสต์ที่เหลือใช้นั นเป็นแหล่งไนโตรเจน เพื่อทดแทน
กำรใช้สำรสกัดจำกยีสต์ทำงกำรค้ำ (Commercial yeast extract) ที่มีรำคำแพง ในกำรผลิตแอซิโตน บิว
ทำนอล และเอทำนอล 
คุณสมบัติทำงกำยภำพและวิถีกำรสังเครำะห์สำรอินทรีย์ของจุลินทรีย์สำมำรถปรับเปลี่ยนได้
โดยกำรเปลี่ยนแปลงค่ำ pH ของอำหำรเลี ยงเชื อ จำกกำรศึกษำก่อนหน้ำนี พบว่ำค่ำ pH ของอำหำร
เลี ยงเชื อมีบทบำทส ำคัญในกำรชักน ำให้เกิดกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ และมีควำมสัมพันธ์อย่ำง
มำกต่อระดับของกรดบิวทีริกทั งรูปที่ไม่แตกตัวที่อยู่ในน  ำหมัก (Dissociated butyric acid) และรูปที่
แตกแตกตัวได้ (Dissociated butyrate) ซึ่งอยู่ภำยในเซลล์ของแบคทีเรีย Clostridium sp. (Monot et al., 
1984) ทั งนี กำรศึกษำวิธีกำรควบคุมค่ำ pH เพื่อกระตุ้นกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ในแบคทีเรีย Cl. 
acetobutylicum ยังไม่เป็นที่เข้ำใจชัดเจน ฉะนั นจึงจ ำเป็นต้องศึกษำสภำวะที่เหมำะสมของกำรควบคุม
ค่ำ pH ของน  ำหมัก เพื่อเพิ่มประสิทธิภำพของกระบวนกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ดังกล่ำวด้วย 
ดังนั นในกำรศึกษำนี จึงมุ่งเน้นไปที่ กำรใช้มันส ำปะหลังเป็นวัตถุดิบในกระบวนกำรหมักด้วย
แบคทีเรีย Cl. acetobutylicum ที่มีกำรควบคุมค่ำ pH เพื่อปรับปรุงประสิทธิภำพของกระบวนกำรผลิต
ตัวท ำละลำยอินทรีย์ ตลอดจนหำส่วนผสมที่เหมำะสมของอำหำรเลี ยงเชื อ โดยทดแทนวัตถุดิบที่มี
2 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รำคำแพง เช่น สำรสกัดจำกยีสต์ทำงกำรค้ำ ด้วยใช้วัตถุดิบที่ต้นทุนต่ ำกว่ำและสำมำรถน ำกลับมำใช้
ใหม่ได้  
 
1.2 วัตถุประสงค์ของงำนวิจัย 
1. เพื่อศึกษำควำมเป็นไปได้ในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ (แอซิโตน บิวทำนอล และเอทำ
นอล) ในกระบวนกำรหมักแบบกะ ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 โดยใช้วัตถุดิบ
จำกมันส ำปะหลัง ร่วมกับสำรสกัดจำกยีสต์ที่เหลือใช้จำกโรงงำนอุตสำหกรรมกำรผลิตเบียร์เป็น
แหล่งไนโตรเจน 
2. เพื่อหำสภำวะที่เหมำะสมในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ ด้วยแบคทีเรีย Cl. 
acetobutylicum TISTR 1462 ในกระบวนกำรหมักแบบกะ ที่ใช้วัตถุดิบจำกมันส ำปะหลังเป็นแหล่ง
คำร์บอน และใช้สำรสกัดจำกยีสต์ที่เหลือใช้จำกโรงงำนอุตสำหกรรมกำรผลิตเบียร์ เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน 
3. เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภำพของกำรใช้วัตถุดิบจำกมันส ำปะหลังแต่ละชนิดในกำรผลิต
ตัวท ำละลำยอินทรีย์ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ในกระบวนกำรหมักแบบกะ 
 
1.3 ขอบเขตของกำรวิจัย 
 กำรศึกษำครั งนี จะศึกษำกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ (แอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล) 
ในขนำดห้องปฏิบัติกำร (Laboratory scale) โดยใช้วัตถุดิบจำกมันส ำปะหลังที่เสริมด้วยสำรสกัดจำก
ยีสต์เหลือใช้จำกโรงงำนอุตสำหกรรมกำรผลิตเบียร์ ด้วยแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 
ในกระบวนกำรหมักแบบกะ เพื่อเก็บรวบรวมข้อมูลและตัวแปลต่ำงๆ ตลอดจนน ำมำวิเครำะห์และใช้
เป็นต้นแบบเพื่อน ำไปสู่กำรค ำนวณขยำยขนำดกำรผลิตที่ใหญ่ขึ นระดับโรงงำนต้นแบบต่อไป 
 
1.4 ทฤษฎี สมมติฐำน หรือกรอบแนวควำมคิด  
มีควำมเป็นไปได้หำกมีกำรศึกษำกำรน ำเอำมันส ำปะหลัง มำใช้เป็นแหล่งสำรอำหำร 
(Substrate) ทั งในรูปของแป้งมัน กำกมันและ มันเส้น เมื่อศึกษำพฤติกรรมกำรผลิตตัวท ำละลำย
อินทรีย์ (Solvents) โดยจุลินทรีย์ Clostridium sp. เพื่อลดต้นทุนต่อหน่วยของกำรผลิตบิวทำนอล โดย
อำจน ำกำรศึกษำควบคู่กำรเปรียบเทียบกำรใช้ สำรสกัดจำกยีสต์ทำงกำรค้ำ (Commercial yeast 
extract) กับสำรสกัดจำกยีสต์ที่เหลือใช้จำกโรงงำนอุตสำหกรรมกำรผลิตเบียร์ (Spent brewer’s yeast 
extract) ก็จะเป็นกำรช่วยลดต้นทุนในกำรผลิตบิวทำนอลในระดับอุตสำหกรรมลงได้อีก เท่ำกับเป็น
กำรเพิ่มศักยภำพของกำรผลิตบิวทำนอลในระดับอุตสำหกรรมให้มีควำมเป็นไปได้มำกยิ่งขึ น 
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บทที่ 2 
กำรทบทวนวรรณกรรม 
 
2.1 ควำมรู้ท่ัวไปเกี่ยวกับบิวทำนอล 
 บิวทำนอล (1-butanol) หรือที่รูจ้ักกันทั่วไปในชื่อของ Butyl alcohol, n-butanol หรือ 
Methylolpropane เป็นแอลกอฮอล์ที่มีคำร์บอน 4 อะตอม (Primary alcohol) มีสูตรโมเลกุล C4H9OH 
มีมวลโมเลกุล เท่ำกับ 74.12 g/mol บิวทำนอลเป็นสำรที่ไม่มีสี ไวไฟ ละลำยน  ำได้เล็กน้อย มีกลิ่น
เฉพำะตัว ซึ่งคล้ำยๆ กลิ่นของกล้วย แต่มีกลิ่นแอลกอฮอล์ที่ชัดเจน อย่ำงไรก็ตำมบิวทำนอลสำมำรถ
ท ำให้เกิดกำรระคำยเคืองเมื่อสัมผัสโดยตรง โดยเฉพำะบริเวณดวงตำและผิวหนัง ไอระเหยของบิวทำ
นอลก่อให้เกิดกำรระเคืองต่อเยื่อบุโพรงจมูกได้ ทั งนี อำจก่อให้เกิดกำรเสพย์ติดได้เมื่อสูดดมที่ควำม
เข้มข้นสูงๆ บิวทำนอลสำมำรถละลำยเข้ำกับตัวท ำละลำยอินทรีย์อื่นๆได้ดี แต่ละลำยในน  ำได้
ค่อนข้ำงต่ ำ (Lee et al., 2008; Durre, 2008) นอกจำกนี ยังมีสำรเคมีชนิดอ่ืนที่อยู่ในตระกูลแอลกอฮอล์
เช่นเดียวกับบิวทำนอลได้แก่ เมทำนอล (1 คำร์บอน) เอทำนอล (2 คำร์บอน) และโพรพำนอล (3 
คำร์บอน) (Kristin, 2007) ตำรำงที่ 2.1 สรุปคุณลักษณะของบิวทำนอลเมื่อเทียบกับเชื อเพลิงชนิดอ่ืนๆ 
 
2.2 บิวทำนอลในแง่ของกำรเป็นสำรเชื้อเพลิง 
 จุดเด่นหน่ึงของบิวทำนอลที่ผลิตได้ทำงชีวภำพที่เหนือกว่ำเอทำนอล คือสำมำรถใช้เป็น
เชื อเพลิงในเคร่ืองยนต์ได้โดยตรง ในขณะที่เอทำนอลจะต้องมีกำรปรับเปลี่ยนคุณสมบัติบำงประกำร 
เพื่อให้เหมำะสมต่อกำรน ำไปใช้เป็นพลังงำนเชื อเพลิง (Hansen et al., 2005; Niven, 2005) ทั งนี บิวทำ
นอลสำมำรถใช้เป็นเชื อเพลิงกับเคร่ืองยนต์ได้โดยตรงโดยไม่ต้องผ่ำนกำรดัดแปลงใดๆ เน่ืองจำกมี
คุณสมบัติเฉพำะทำงกำยภำพและเคมี รวมทั งให้ค่ำพลังงำนที่ดีกว่ำเอทำนอลอย่ำงมำก (Huber et al., 
2006) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบค่ำพลังงำนระหว่ำงบิวทำนอลกับเอทำนอล ตำมตำรำงที่ 2.1 จะเห็นได้ว่ำบิว
ทำนอลมีค่ำพลังงำนใกล้เคียงกับแก๊สโซลีนบริสุทธ์ ในขณะที่สำรผสมของเอทำนอลกับแก๊สโซลีน
ต้องใช้ปริมำณมำกว่ำจึงจะให้ค่ำพลังงำนที่เท่ำกัน นอกจำกนี บิวทำนอลยังสำมำรถผสมกับแก๊สโซลีน
ได้ในอัตรำส่วนต่ำงๆ ได้  (Lee et al., 2008b) ในทำงตรงกันข้ำมเอทำนอลสำมำรถน ำไปผสมกับแก๊ส
โซลีนได้บำงส่วนเท่ำนั น เช่น ในประเทศบรำซิลได้มีกำรใช้สำรผสมระหว่ำงเอทำนอลและแก๊ส
โซลีนแค่ 23% นอกจำกนี ในแถบทวีปยุโรปบำงประเทศ รวมทั งประเทศสหรัฐอเมริกำ จะใช้สำรผสม
ระหว่ำงเอทำนอลและแก๊สโซลีนเพียง 10% เท่ำนั น ยิ่งไปกว่ำนั นบิวทำนอลสำมำรถน ำไปใช้กับ
เคร่ืองยนต์โดยไม่ต้องมีกำรดัดแปลงเครื่องยนต์ และไม่ส่งผลใดๆ ต่อเคร่ืองยนต์เลย รวมทั งให้
สมรรถนะในกำรขับเคลื่อนเช่นเดียวกับกำรใช้แก๊สโซลีนอีกด้วย นอกจำกนี กำรเผำไหม้ของ
เคร่ืองยนต์ที่มีบิวทำนอลเป็นส่วนผสม พบว่ำไอเสียที่ออกมำปลอดจำกแก๊สคำร์บอนมอนอกไซด์ 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ไฮโดรคำร์บอน และอนุพันธ์ของไนตรัสออกไซด์ที่เป็นพิษ ซึ่งเป็นมิตรอย่ำงมำกต่อสภำพแวดล้อม
เมื่อเทียบกับกำรใช้เอทำนอล 
คุณสมบัติอ่ืนๆ ของบิวทำนอลที่เหนือกว่ำเอทำนอล ได้แก่ บิวทำนอลระเหยกลำยเป็นไอได้
ต่ ำกว่ำ โดยมีค่ำ Reid value ต่ ำกว่ำเอทำนอลถึง 7 เท่ำ และบิวทำนอลยังมีควำมสำมำรถในกำรกัด
กร่อนต่ ำ จึงท ำให้ปลอดภัยต่อกำรขนส่งล ำเลียง ยิ่งไปกว่ำนั นบิวทำนอลมีควำมดันไอต่ ำ มีค่ำอ๊อกเทน
ที่สูงจึงสำมำรถน ำไปผสมเข้ำกับแก๊สโซลีนและน  ำมันดีเซลได้อย่ำงสมบูรณ์ ด้วยเหตุดังกล่ำวนี จึงท ำ
ให้บิวทำนอลสำมำรถใช้เป็นเชื อเพลิงที่มีควำมปลอดภัยสูง และสำมำรถส่งล ำเลียงดว้ยระบบท่อไป
ยังสถำนีจ่ำยได้ (Lee et al., 2008a) ในขณะที่เอทำนอลไม่สำมำรถเก็บไว้เป็นเวลำนำนได้ เน่ืองจำกมี
ค่ำควำมดันไอสูง นอกจำกนี บิวทำนอลยังมีคุณสมบัติทำงกำยภำพและเคมีที่สำมำรถผสมเข้ำกับแก๊ส
โซลีนได้ดีกว่ำเชื อเพลิงชนิดอ่ืนๆ           อย่ำงไรก็ตำมบิวทำนอลมีควำมหนืดเป็น 2 เท่ำของเอทำนอล 
และประมำณ 5-7 เท่ำ ของแก๊สโซลีน (Wackett, 2008) ส่วนคุณสมบัติอ่ืนๆ ของบิวทำนอล เช่น 
ควำมหนำแน่น และควำมจุควำมร้อน มีค่ำค่อนข้ำงใกล้เคียงกับเอทำนอลดังแสดงในตำรำงที่ 2.1 
 
2.3 บิวทำนอลกับกำรประยุกต์ใช้ 
 นอกเหนือจำกกำรใช้เป็นพลังงำนเชื อเพลิงส ำหรับเคร่ืองยนต์แล้ว บิวทำนอลยังเป็นสำรเคมี
ที่มีควำมส ำคัญในอุตสำหกรรมต่ำงๆ มำกมำย โดยอนุพันธ์ของบิวทำนอลส่วนใหญ่จะอยู่ในรูปของ 
Butyl acrylate และ Methacrylate esters ซึ่งใช้ในกระบวนกำรผลิตกำว สำรเคลือบผิว (Enamels) สำร
ยึดเกำะ (Adhesives) วัสดุสิ่งทอ (Textile) วัสดุเส้นใย (Fiber) และพลำสติก เป็นต้น อนุพันธ์ของบิว
ทำนอลชนิดอ่ืนๆ ที่ส ำคัญได้แก่ Butyl glycol ether, Butyl acetate  และ Plasticizer เป็นต้น ทั งนี บิว
ทำนอลและสำรอนุพันธ์สำมำรถใช้เป็นตัวท ำละลำยที่ดีเยี่ยมในอุตสำหกรรมสีทำ อุตสำหกรรมยำน
ยนต์ และอุตสำหกรรมกำรขึ นรูป รวมทั งใช้เป็นตัวท ำละลำยในอุตสำหกรรมกำรผลิตยำปฏิชีวนะ 
วิตำมิน และฮอร์โมนได้อีกด้วย นอกเหนือจำกที่ได้กล่ำวไปแล้ว บิวทำนอลยังถูกใช้ในอุตสำหกรรม
อ่ืนๆ อีก เช่นอุตสำหกรรมกำรผลิตแก้ว ผงซักฟอก เคร่ืองส ำอำง ผลิตภัณฑ์ท ำควำมสะอำด รวมไปถึง
สำมำรถใช้เป็นตัวท ำละลำยในอุตสำหกรรมอำหำร และอุตสำหกรรมกลิ่นรสได้อีกด้วย (Lee et al., 
2008b; Durre, 2008)  
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ตำรำงท่ี 2.1 ลักษณะทำงกำยภำพ และคุณสมบัติทำงเคมีของบิวทำนอล (ดัดแปลงจำก Devis                      
and Morton III, 2008 และ Lee et al., 2008a) 
aLog P is a measure of hydrophobicity (lipophilicity) and is similar to polarity. These published 
values were obtained from Hansch et al. (1995) for the three alcohols. In gasoline the Log P was 
roughly estimated as the average weight of main representative components. 
 
 
Properties Butanol Chemical Structure 
Melting point (°C)    - 89.3       
 
Specific gravity 0.810-0.812        
Ignition temperature (°C)     35-37        
Auto-ignition temperature (°C)     343-345        
Flash point (°C)     25-29       
Relative density (water: 1.0)     0.81        
Critical pressure (hPa)     48.4        
Critical temperature (°C)          287 
Explosive limits (vol. % in air)     1.4-11.3        
Water solubility 9.0 mL/100 mL (7.7 g/100 mL at 20°C)    
Relative vapor density (air: 1.0)     2.6         
Vapor pressure (kPa at 20°C)     0.58    
 Butanol Gasoline Ethanol Methanol 
Boiling point (°C)       117-118 27-221 78 64.7 
Density at 20°C (g/mL) 0.8098 0.7-0.8 0.7851 0.7866 
Solubility in 100 g of water         immiscible immiscible miscible miscible 
Energy density (MJ.1-1)     27-29.2 32 19.6 16 
Energy content/value (BTU/gal)           110000 115000 84000 76000 
Air-fuel ratio     11.2 14.6 9 6.5 
Heat of vaporization (MJ/kg)     0.43 0.36 0.92 1.2 
Liquid Heat capacity (Cp) at STP (kJ/k-mol.ºK) 178 160–300 112.3 81.14 
Research octane number         96 91-99 129 136 
Motor octane number        78 81-89 102 104 
Octanol/Water Partition Coefficient (as logPo/w)
a 0.88 3.52±0.62 -0.31 -0.77 
Dipole moment (polarity)     1.66 n.a. 1.7 1.6 
Viscosity (10-3 Pa.s) 2.593 0.24-0.32 1.078 0.5445 
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2.4 กำรสังเครำะห์บิวทำนอลด้วยวิธีทำงเคมี 
 บิวทำนอลที่ถูกผลิตขึ นในระดับอุตสำหกรรมนั น ส่วนใหญ่จะผลิตจำกกระบวนกำรทำงเคมี 
3 กระบวนกำร ได้แก่ Oxo process, Reppe process และ Crotonaldehyde hydrogenation (ภำพที่ 2.1) 
ในกำรสังเครำะห์บิวทำนอลด้วยวิธี Oxo (Hydroformylation) นั นต้องมีกำรเติม Carbon monoxide 
และ Hydrogen เพื่อเข้ำไปแทนที่หมู่ Hydrocarbonyl อย่ำงต่อเนื่อง โดยมีโลหะจ ำพวก Co, Rh, หรือ 
Ru เป็นตัวเร่งปฏิกิริยำ ซึ่ง Aldehyde ที่เกิดขึ นในระยะแรก จะถูกเปลี่ยนให้กลำยเป็นบิวทำนอลใน
กระบวนกำร hydrogenation ต่อไป ทั งนี ควำมเร็วในกำรเกิดปฏิกิริยำจะขึ นอยู่กับควำมดัน อุณหภูมิ 
และชนิดของตัวเร่งปฏิกิริยำด้วย โดยบิวทำนอลที่ได้จำกปฏิกิริยำนี จะได้ Isomer ที่แตกต่ำงกันหลำย
ชนิด ส่วนกำรสังเครำะห์บิวทำนอลผ่ำนกระบวนกำร Reppe จะอำศัยกำรเกิดปฏิกิริยำร่วมกันของ 
Propylene, Carbon monoxide และน  ำ ในขณะที่มีตัวเร่งปฏิกิริยำร่วมอยู่ด้วย (Bochman et al., 1999) 
ซึ่งจะท ำให้เกิดของผสมของ n-butaraldehyde และ Isobutaraldehyde ต่อมำจะถูกลดรูปให้เปลี่ยนเป็น
บิวทำนอล (Wackett, 2008) กำรสังเครำะห์บิวทำนอลด้วยวิธี Reppe นี จะท ำให้ได้บิวทำนอลโดยตรง
ไม่ผ่ำนตัวกลำง ภำยใต้สภำวะที่อุณหภูมิและควำมดันต่ ำ แต่อย่ำงไรก็ตำมกำรผลิตบิวทำนอลด้วยวิธีนี 
ไม่สำมำรถผลิตได้ในเชิงกำรค้ำ เน่ืองจำกต้องใช้เคร่ืองมือและเทคโนโลยีที่ทันสมัยซึ่งมีรำคำแพง 
จนกระทั่งเมื่อสิบปีที่ผ่ำนมำได้มีกำรผลิตบิวทำนอลจำก Acetaldehyde ผ่ำนกระบวนกำร 
Crotonaldehyde hydrogenation ที่ประกอบไปด้วยขั นตอน Aldol condensation, Dehydration และ 
Hydrogenation (Bochman et al., 1999) แม้ว่ำจะยังคงมีกำรใช้วิธีนี ในกำรผลิตบิวทำนอลไม่มำกนัก 
แต่ในอนำคตอันใกล้นี กำรผลิตบิวทำนอลจำกกระบวนกำร Crotonaldehyde hydrogenation นี อำจจะ
เป็นอีกวิธีหนึ่งที่มีควำมส ำคัญก็ได้ เน่ืองจำก Crotonaldehyde สำมำรถผลิตได้จำกเอทำนอล โดย
กระบวนกำร Dehydrogenation ทั งนี   เอทำนอลสำมำรถผลิตได้จำกสำรชีวมวลโดยกระบวนกำรทำง
ชีวภำพ ซึ่งกำรผลิตบิวทำนอลโดยกำรสังเครำะห์ทำงเคมีด้วยวิธีอ่ืนๆ ต้องอำศัยวัตถุดิบหรือสำรตั งต้น
ที่มำจำกอนุพันธ์ของสำรปิโตรเลียม ซึ่งนับวันยิ่งจะหำยำกและลดน้อยลง เป็นต้น 
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ภำพท่ี 2.1 วิธีกำรสังเครำะห์บิวทำนอลด้วยวิธีทำงเคมี (a) Oxo synthesis, (b) Reppe process,       และ 
(c) Crotonaldehyde hydrogenation (ดัดแปลงจำก Lee et al., 2008a และ Wackett, 2008) 
 
2.5 กำรผลิตบิวทำนอลจำกกระบวนกำรหมัก 
 บิวทำนอลสำมำรถผลิตได้จำกกระบวนกำรหมักผ่ำนกระบวนกำรที่เรียกว่ำ เอบีอี (ABE 
fermentation) ซึ่งใช้แบคทีเรียในกำรผลิตแอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอลจำกสำรชีวมวล ทั งนี เอบี
อีเป็นกระบวนกำรที่รู้จักกันดี และเร่ิมใช้ครั งแรกในกำรผลิตแอซิโตนในสมัยสงครำมโลกครั งที่สอง 
ซึ่งเป็นกระบวนกำรหมักที่ไม่ต้องกำรออกซิเจนจึงต้องมีกำรไล่อำกำศด้วยแก๊สไนโตรเจน โดยให้
ผลผลิตแอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล ในอัตรำส่วน 3:6:1 ซึ่งส่วนใหญ่จะใช้แบคทีเรีย
Clostridium sp. ในกำรผลิต โดยเฉพำะ Cl. acetobutylicum ที่เป็นสำยพันธุ์ที่นิยมใช้มำกที่สุด รวมทั ง
สำยพันธุ ์ Cl. beijerinckii ก็ถูกใช้ในกระบวนกำรหมักแอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล ซึ่งให้ผล
ผลิตที่ดีเช่นกัน  
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2.6 กระบวนกำรผลิตตัวท ำละลำย แอซิโตน-บิวทำนอล-เอทำนอล (เอบีอี) ด้วยกระบวนกำรหมัก  
 
2.6.1 ประวัติและที่มำของกระบวนกำรเอบีอี  
  กำรผลิตบิวทำนอลโดยเชื อจุลินทรีย์ได้ถูกค้นพบครั งแรกในปี ค.ศ. 1861 โดยหลุยส ์
พำสเตอร์ (Jones and Woods, 1986) ต่อมำ Schardinger ได้ค้นพบแอซิโตนจำกกระบวนกำรเดียวกัน
กับหลุยส์ พำสเตอร์ในปี ค.ศ. 1905 กระบวนกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์อันได้แก่ แอซิโตน บิว
ทำนอล และเอทำนอล โดยกระบวนกำรหมักนี ได้ถูกพัฒนำขึ นเนื่องมำจำกปัญหำกำรขำดแคลนยำง
ธรรมชำติ โดยบิวทำนอลเป็นสำรตั งต้นของกำรผลิตบีตำไดอีน ซึ่งเป็นวัตถุดิบหลักของกำรผลิตยำง
สังเครำะห์ ส่วนแอซิโตนนั นมีควำมส ำคัญในกำรน ำมำเป็นวัตถุดิบส ำหรับกำรผลิตวัตถุระเบิดใน
สงครำมโลกครั งที่ 1 ภำยหลังสงครำมยุติ ควำมต้องกำรแอซิโตนจึงลดน้อยลง แต่กลับมีควำมต้องกำร
แอซิโตนมำกขึ นในอุตสำหกรรมผลิตรถยนต์และอุตสำหกรรมสีทำ (Jones and Woods, 1986) 
 ควำมส ำคัญของกระบวนกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ดังกล่ำว โดยกระบวนกำรหมักเร่ิม
ลดลงภำยหลังสงครำมโลกครั งที่ 2 แต่กลับมำเร่ิมได้รับควำมสนใจมำกขึ นในปี ค.ศ. 1973 และปี ค.ศ. 
1979 เป็นต้นมำ เน่ืองจำกรำคำน  ำมันดิบของโลกเร่ิมมีรำคำสูงขึ น แต่ถึงอย่ำงไรก็ตำมกระบวนกำร
หมักดังกล่ำวก็ยังมีต้นทุนในกำรผลิตที่ค่อนข้ำงสูงอยู่เมื่อเทียบกับกระบวนกำรสังเครำะห์จำก
ปิโตรเลียม (Jones and Woods, 1986) 
 
2.6.2 จุลลินทรีย์  
 แบคทีเรีย Clostridia เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ที่สำมำรถสร้ำงสปอร์ได้ และเจริญใน
สภำวะไร้ออกซิเจน และมีควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่ได้ ทั งนี บำงสำยพันธุ์สำมำรถสร้ำงสำรพิษ 
(Exotoxin) ซึ่งเป็นสำเหตุของกำรเกิดโรคต่ำงๆ ได้ เช่น Cl. tetanus sp., Cl. botulum sp. เป็นต้น 
อย่ำงไรก็ในช่วงศตวรรษที่ 20 แบคทีเรีย Clostridia ได้รับควำมสนใจอย่ำงมำก เน่ืองจำกมี
ควำมสำมำรถในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ โดยเฉพำะสำยพันธุ์ Cl. acetobutylicum sp. และ Cl. 
beijerinckii sp. ซึ่งแบคทีเรียดังกล่ำวนี สำมำรถเปลี่ยนคำร์โบไฮเดรตหลำยชนิด ให้กลำยเป็น
ผลิตภัณฑ์สุดท้ำย เช่น แอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล ด้วยกระบวนกำร ABE fermentation โดย
ในสภำวะที่เหมำะสมแบคทีเรียกลุ่มนี จะผลิตผลิตภัณฑ์หลักเป็นบิวทำนอลและแอซิโตน แต่ถ้ำ
สภำวะที่ไม่เหมำะสม แบคทีเรียในกลุ่มนี จะผลิต แอซิโตนและเอทำนอลเป็นผลผลิตหลัก ต่อมำ
แบคทีเรีย 2 สำยพันธุ์นี ถูกน ำไปพัฒนำเพื่อกำรปรับปรุงประสิทธิภำพในกำรผลิตตัวท ำละลำย
อินทรีย์ (แอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล) ซึ่งแบคทีเรียดังกล่ำวสำมำรถผลิตตัวท ำละลำยบิวทำ
นอล แอซิโตน และเอทำนอล จำกแป้ง และน  ำตำลที่มีคำร์บอน 6 อะตอม (Hexose) หรือน  ำตำลที่มี
คำร์บอน 5 อะตอม (Pentose) ได้ในอัตรำส่วน 6:3:1 ตำมล ำดับ (Qureshi, 2001; Lee et al., 2008a) 
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 Cl. acetobutylicum เป็นแบคทีเรียที่ไม่ต้องกำรออกซิเจนในกำรเจริญเติบโต (Obligate 
anaerobic bacteria) ย้อมติดสีแกรมบวก (Gram positive) มีรูปร่ำงเป็นแท่ง (Rods shape) (ภำพที่ 
2.2b) ขนำด 0.6 – 0.9 x 2.4-4.7 µm เคลื่อนที่ได้โดยใช้แฟลกเจลลำรอบๆ เซลล ์ (Peritrichous 
flagella) สร้ำงเอนโดสปอร์รูปไข่ (Oval) มีต ำแหน่งของเอนโดสปอร์ค่อนข้ำงไปทำงปลำยเซลล์ข้ำง
ใดข้ำงหนึ่ง (Subterminal) ดังภำพที่ 2.2b ไม่มีเอกโซสปอเรียม (Exosporium) ไม่มีรยำงค์ 
(appendage) ผนังเซลล์ประกอบด้วย DL-diaminopimelic acid ลักษณะโคโลนีเป็นแบบกลม 
(Circular) ขอบไม่เรียบ (Irregular) ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 3-5 µm สีของโคโลนีเป็นสีครีมผิวเป็นมัน
และโปร่งแสง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 2.2 ลักษณะรูปร่ำงของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
(SEM) a) เซลล์ปกติ (Vegetative cells); b) สปอร์ (Spore formed cells) (ที่มำ: Jones et 
al., 1982) 
 
วงจรชีวิตและกำรเจริญของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum สำมำรถแบ่งได้ 4 รูปแบบ ซึ่ง
มีลักษณะกำรเจริญที่แตกต่ำงกันอย่ำงชัดเจนและสอดคล้องกับกำรสร้ำงผลิตภัณฑ์ ดังภำพที่ 2.3 
ได้แก่ (1) กำรเจริญในสภำวะปรกติ (Vegetative cell) จะพบเซลล์ที่มีรูปร่ำงเป็นท่อน (Rods-shaped) 
ซึ่งอำจจะพบในลักษณะที่เป็นเซลล์เดียว (Single cell) หรืออยู่กันเป็นคู่ (Pair) ตลอดจนอยู่เรียงกัน
เป็นสำยโซ่ยำวก็ได้ (2) รูปร่ำงแบบคลอสติเดีย (Clostridia) เซลล์จะมีลักษณะคล้ำยกระบอกยำสูบ 
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(Cigar-shape) กำรเจริญในขั นนี เซลล์จะมีกำรสร้ำงสำรพวก Granulose สะสมภำยในเซลล์ท ำให้เซลล์
เกิดกำรพองขึ น (3) Forespores จะเกิดขึ นในกรณีที่สภำวะแวดล้อมเร่ิมไม่เหมำะสมต่อกำร
เจริญเติบโตส่งผลให้เซลล์เร่ิมมีกำรสร้ำง Forespores และจะถูกพัฒนำเป็นสปอร์ต่อไป (4) รูปแบบ
สปอร์ (Spore) เป็นขั นที่เซลล์สร้ำงโครงสร้ำงที่เรียกว่ำสปอร์เพื่อให้สำมำรถด ำรงชีวิตอยู่ต่อได้ใน
สภำพแวดล้อมที่ไม่เหมำะสม (Schuster et al., 1998) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 2.3 วงจรชีวิตของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum sp. (ที่มำ:  Schuster et al., 1998) 
 
2.6.3 รูปแบบของกระบวนกำรหมัก 
 รูปแบบกระบวนกำรหมักแบบกะโดยแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum ได้ถูกบันทึกไว้
ในหลำยๆ ต ำรำ และเผยแพร่จนเป็นที่รู้จักกันอย่ำงแพร่หลำย ซึ่งประกอบไปด้วย 2 ระยะที่แตกต่ำง
กัน โดยสอดคล้องกันกับกลไกกำรสร้ำงผลิตภัณฑ์ 2 ลักษณะด้วย (Jones and Woods, 1986; Schuster 
et al., 1998; Badr et al., 2001) กล่ำวคือ ในระยะแรก จะมีกำรผลิตกรดอินทรีย์ อันได้แก่ กรดบิวทิริค 
และกรดอะซิติกในช่วง 7-18 ชั่วโมงแรก ซึ่งเป็นเหตุให้ค่ำ pH ในน  ำหมักลดลง ช่วงนี นิยมเรียกว่ำ 
ช่วงของกำรผลิตกรดอินทีย์ หรือ Acidogenesis หลังจำกนั นระยะที่สอง ซึ่งเป็นช่วงของกำรผลิตตัว
ท ำละลำยอินทรีย์ อันได้แก่ แอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล ซึ่งปกติจะเกิดขึ นภำยหลังจำกเร่ิมกำร
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หมักไปแล้ว 18 ชั่วโมง จนถึง 36 หรือ 60 ชั่วโมง ในช่วงนี ค่ำ pH ของน  ำหมักจะเพิ่มขึ นเล็กน้อย และ
จะมีกำรน ำกรดอินทรีย์ที่ผลิตได้ในช่วงแรกมำใช้เป็นบำงส่วน ระยะที่สองนี นิยมเรียกว่ำระยะของ
กำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์หรือ Solventogenesis นอกจำกนี ในระหว่ำงกระบวนกำรหมัก ยังมีกำร
ผลิตแก๊สไฮโดรเจนและแก๊สคำร์บอนไดออกไซด์ ออกมำตลอดกระบวนกำรด้วย 
 
2.7 ชีวเคมีของกระบวนกำรหมัก (Biochemistry of the fermentation) 
รูปแบบของกำรหมักแบบกะของแบคทีเรียในกลุ่ม Clostridium sp. สำมำรถแบ่งได้เป็น 2 
ระยะ ได้แก่ ระยะของกำรสร้ำงกรดอินทรีย์ (Acidogenic phase) และระยะของกำรสร้ำงตัวท ำละลำย
อินทรีย์ (Solventogenic phase) ดังได้กล่ำวไปแล้วนั น วิถีทำงชีวเคมีของแบคทีเรียกลุ่มนี จะเกี่ยวข้อง
กับกำรเปลี่ยนอนุพันธ์ของสำรประกอบประเภทคำร์โบไฮเดรต ให้กลำยเป็นกรดอินทรีย์ และตัวท ำ
ละลำยอินทรีย์ รวมทั งก๊ำซคำร์บอนไดออกไซด์และแก๊สไฮโดรเจนด้วยดังแสดงในภำพที่ 2.4a และ 
2.4b ทั งนี น  ำตำลในกลุ่ม Hexose (C6) จะถูกดึงเข้ำสู่วิถีของ Embden-Meyerhof glycolytic pathway 
(EMP) ในระหว่ำงเกิดเมแทบอลิซึมของแบคทีเรีย เพื่อเปลี่ยนเป็นกรดไฟรูวิก โดยน  ำตำล 1 โมเลกุล 
จะสำมำรถเปลี่ยนเป็นกรดไฟรูวิกได้ 2 โมเลกุล พร้อมกับมีกำรปลดปล่อยพลังงำน ATP อีก 2 
โมเลกุล และ NADH + H+ จ ำนวน 2 โมเลกุลด้วย ส่วนน  ำตำล Pentose (C5) จะถูก metabolized ด้วย
วิถี Pentose phosphate เกิดกำรสร้ำงสำร Fructose-6-phosphate และ Glycoceraldehyde-3-phosphate 
ตำมล ำดับ ก่อนจะเข้ำสู่วิถี Embden-Meyerhof glycolytic ต่อไป กรดไฟรูวิกที่สร้ำงขึ นจำกวิถี EMP 
จะถูกเปลี่ยนเป็น Acetyl-CoA คำร์บอนไดออกไซด์ และ Reduce feredoxin โดยเอนไซม์ Pyruvate-
ferredoxin oxidoreductase ที่มีตัวเร่งปฏิกิริยำเป็น Coenzyme A (CoA) ทั งนี Acetyl-CoA ที่เกิดขึ น
จำกปฏิกิริยำดังกล่ำวจะถูกใชเ้ป็นสำรตั งต้นของทุกกำรสร้ำงผลผลิตในกระบวนกำรหมัก โดย 
Acetyl-CoA 2 โมเลกุลจะถูกเปลี่ยนเป็น Acetoacetyl-CoA ซึ่งต่อมำจะถูกใช้ในกำรสร้ำงกรดบิวทิริก 
โดยจะท ำให้ค่ำ pH ของน  ำหมักลดลงในช่วงนี นอกจำกนี Acetoacetyl-CoA ยังถูกใช้เพื่อสร้ำง 
Acetate ด้วยซึ่งต่อมำ Acetate จะถูกเปลี่ยนเป็นแอซิโตนและคำร์บอนไดออกไซด์ ด้วยเอนไซม์ใน
ระบบAcetoacetate decarboxylase ปฏิกิริยำดังกล่ำวเป็นปฏิกิริยำที่กลับไม่ได้ (Jone and Woods, 
1986) ทั งนี กลไกกำรผลิตแอซิโตนนั น เพื่อป้องกันกำรผลิตกรดบิวทิริกในปริมำณที่เป็นพิษ และช่วย
ก ำจัด 2 ปฏิกิริยำที่สร้ำง NAD+ ด้วย ซึ่งถ้ำต้องกำรสร้ำง NAD+ แบคทีเรียจะมีกลไกในกำรเปลี่ยน 
Butyrate กลับไปเป็น Butyryl-CoA แล้ว Butyryl-CoA จะถูกลดรูปเป็นบิวทำนอลต่อไป นอกจำกนี 
ยังพบว่ำกำรผลิตบิวทำนอลจะมำกกว่ำกำรผลิตเอทำนอลและแก๊สไฮโดรเจนอย่ำงมำก ส ำหรับเอทำ
นอลจะถูกสร้ำงจำก Acetoacetyl-CoA เช่นกัน ผ่ำน 2 ปฏิกิริยำ โดยเร่ิมจำก Acetoacetyl-CoA ถูก
เปลี่ยนเป็น Acetaldehyde โดยเอนไซม์ Acetaldehyde dehydrogenase ก่อนที ่ Acetaldehyde จะถูก
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เปลี่ยนเป็นเอทำนอลด้วยเอนไซม์ Ethanol dehydrogenase พร้อมกับกำรใช้ NADH + H+ ถึง 2 
โมเลกุลเพื่อสร้ำง NAD+ ด้วย 
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ภำพท่ี 2.4 วิถีทำงชีวเคมีของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum (a) ปฏิกิริยำที่แสดงด้วยลูกศรชนิดหนำ
เกิดในระยะของกำรสร้ำงกรดอินทรีย์ (Acidogenic phase) (b) ปฏิกิริยำที่แสดงด้วยลูกศร
ชนิดบำงเกิดในระยะของกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ (Solventogenic phase)  
(ที่มำ; Jones and Woods, 1986) 
 
เอนไซม์ต่ำงๆ แสดงตำมตัวอักษร: (A) glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; (B) 
pyruvate-ferredoxin oxidoreductase; (C) NADH-ferredoxin oxidoreductase; (D) NADPH-
ferredoxin oxidoreductase; (E) NADH rubredoxin oxidoreductase; (F) hydrogenase; (G) phosphate 
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acetyltransferase (phosphotransacetylase); (H) acetate kinase; (i) thiolase (acetyl-CoA 
acetyltransferase); (J) 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase; (K) crotonase; (L) butyryl-CoA 
dehydrogenase; (M) phosphate butyltransferase (phosphotransbutyrylase); (N) butyrate kinase; (O) 
acetaldehyde dehydrogenase; (P) ethanol dehydrogenase; (Q) butyraldehyde dehydrogenase; (R) 
butanol dehydrogenase; (S) acetoacetyl-CoA:acetate/butyrate:CoA transferase; (T) acetoacetate 
decarboxylase; (U) phosphoglucomutase; (V) ADP-glucose pyrophosphorylase; (W) granulose 
(glycogen) synthase; (X) granulose phosphorylase. 
 
2.8 ปัจจัยท่ีมีผลต่อกระบวนกำรหมัก 
 ปัจจัยที่มีผลต่อกำรเปลี่ยนสภำพจำกกำรผลิตกรดอินทรีย์ไปเป็นกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ 
มีควำมยุ่งยำกซับซ้อน ได้มีกำรท ำกำรศึกษำค้นคว้ำมำกมำยเพื่อที่จะเข้ำใจถึงสำเหตุของปัจจัย ที่มีผล
ต่อกระบวนกำรหมัก ทั งในกระบวนกำรหมักแบบกะ (Batch) และแบบต่อเนื่อง (Continuous) โดย
มุ่งหวังที่จะค้นหำสำเหตุของปัจจัยที่กระตุ้นให้เกิดกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ และรักษำสภำวะ
ดังกล่ำวไว้ให้ยำวนำนที่สุดเท่ำที่จะท ำได้ อย่ำงไรก็ตำมจนถึงปัจจุบันนี ปัจจัยที่เป็นสำเหตุของกำร
เปลี่ยนระยะดังกล่ำวก็ยังไม่เป็นที่แน่ชัด (Lee et al., 2008b) ถึงแม้ว่ำกำรศึกษำค้นคว้ำดังกล่ำวจะ
น ำมำซึ่งข้อมูลใหม่ๆ ที่มีคุณค่ำ แต่ก็เป็นที่เข้ำใจว่ำไม่มีปัจจัยเฉพำะปัจจัยใดปัจจัยหนึ่งที่สำมำรถ
กระตุ้นกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ 
 
2.8.1. แหล่งของสำรตั้งต้นและควำมเข้มข้น 
 ควำมเข้มข้นเร่ิมต้นของน  ำตำลเป็นสิ่งที่ส ำคัญในกำรหมักแอซิโตน บิวทำนอล และเอ
ทำนอล ถ้ำควำมเข้มข้นเร่ิมต้นของน  ำตำลต่ ำ (ต่ ำกว่ำ 20 g/L) กำรหมักจะมุ่งไปสู่ Acidogenesis phase 
โดยจะผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้เพียงเล็กน้อย (Lee et al., 2008b) อย่ำงไรก็ตำมถ้ำควำมเข้มข้นสูงๆ 
(สูงกว่ำ 60 g/L) กระบวนกำรจะผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้มำกกว่ำ (Madihah et al., 2001a) และที่
ควำมเข้มข้นสูงกว่ำ 80 g/L น  ำตำลจะไม่ถูกหมักซึ่งเป็นผลมำจำกกำรยับยั งของผลิตภัณฑ์ (Product 
inhibition) ขณะที่ควำมเข้มข้นสูงถึง 120 g/L กิจกรรมกำรหมักจะเกิดขึ นได้เพียงเล็กน้อย (Qadeer et 
al., 1980) ซึ่งอำจเป็นเพรำะกำรยับยั งของวัตถุดิบ (Substrate inhibition) 
 กลไกกำรส่งผ่ำนน  ำตำลยังไม่เป็นที่เข้ำใจชัดเจน อย่ำงไรก็ตำมเชื่อกันว่ำระบบ 
Phosphotransferase ท ำให้เกิดกำรใช้น  ำตำลกลูโคสและน  ำตำลฟรุกโตส (Lee et al., 2008b) และดู
เหมือนว่ำกำรใช้วัตถุดิบอย่ำงอ่ืนของ Cl. acetobutylicum ที่เกิดขึ นโดย Symport mechanism จะ
เกิดขึ นโดยกำรส่งผ่ำน Proton ผ่ำน Membrane ส ำหรับน  ำตำล Disaccharide เช่น น  ำตำลซูโคส และ
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น  ำตำลมอลโตส จะถูกย่อยโดย Phosphorylase และ Free glucose ที่ได้สำมำรถเปลี่ยนไปเป็น 
Glucose-6-phosphate โดย Hexokinase (Jones and Woods, 1986) 
 
2.8.2. อุณหภูมิ 
 อุณหภูมิในกำรหมักมีผลต่อกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์อย่ำงยิ่ง ซึ่งอัตรำกำรผลิตตัว
ท ำละลำยอินทรีย์และผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ นในกำรหมักโดยใช้น  ำตำลเป็นวัตถุดิบนั น จะขึ นอยู่กับ
อุณหภูมิ ซึ่งอุณหภูมิที่เหมำะสมจะอยู่ระหว่ำง 30ºC และ 33ºC แต่จะลดลงที่อุณหภูมิ 37ºC (Jones 
and Woods, 1986) ผลที่คลำ้ยกันนี ถูกพบในกำรหมักโดยใช้อำหำรสังเครำะห์ (Synthetic medium) 
โดย Mcneil และ Kristiansen (1985) เมื่อท ำกำรทดลอง Mcneil และ Kristiansen พบว่ำผลของ
อุณหภูมิต่ออัตรำกำรเจริญ และกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ในกำรหมักแบบกะของ Cl. 
acetobutylicum คือผลผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์รวม (Total solvent yield) มีค่ำลดลงเมื่ออุณหภูมิ
เพิ่มขึ น ซึ่งอำจเป็นไปได้ว่ำเพรำะกำรลดลงของกำรผลิตแอซิโตน และพบว่ำบิวทำนอลจะไม่ได้รับ
ผลกระทบจำกอุณหภูมิในรูปของผลผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์รวม และอัตรำกำรผลิต ทั งนี อุณหภูมิที่
เหมำะสมที่สุดในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์คือ 35ºC 
 
2.8.3. ออกซิเจน 
 Cl. acetobutylicum ด ำรงชีวิตอยู่ได้ในสภำวะที่ไร้อำกำศ (Obligate anaerobe) กำร
เจริญที่เหมำะสมเกิดขึ นในน  ำหมักที่มีควำมต่ำงศักย์ของ Redox (Redox potential; Eh) ในช่วงระหว่ำง 
-250 mV ถึง -400 mV กำรสัมผัสกับออกซิเจนในกำรหมักแบบไร้อำกำศไม่เป็นอันตรำยถ้ำเกิดขึ น
เพียงระยะสั นๆ อย่ำงไรก็ตำมถ้ำน  ำหมักสัมผัสกับออกซิเจนในปริมำณมำกๆ (40-60 µM) กำรใช้
น  ำตำลกลูโคสของจุลินทรีย์จะลดลง กำรเจริญ กำรสังเครำะห์ DNA RNA และโปรตีนจะหยุดชะงัก 
ภำยใต้สภำวะที่มีอำกำศ (Aerobic condition) จุลินทรีย์จะมีกำรผลิต Butylate แต่ไม่ผลิต Acetate หรือ
มีกำรผลิตลดลง รวมถึงมีกำรลดลงของ ATP ในเซลล์ด้วย ซึ่งผลของออกซิเจนคือมีกำรย้อนกลับของ
ปฏิกิริยำทั งหมด กำรเจริญและเมแทบอลิซึม (Metabolism) จะกลับคืนสู่สภำพเดิมเมื่อเข้ำสู่สภำวะไร้
อำกำศอีก (Jones and Woods, 1986)  
 
2.8.4. ค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) และผลิตภัณฑ์กรดในขั้นตอนสุดท้ำย  
 ในน  ำหมัก pH จะเป็นตัวก ำหนดกำรย่อยสลำยของน  ำตำล มีรำยงำนหลำยฉบับที่
รำยงำนว่ำ ถ้ำรักษำค่ำ pH ของน  ำหมักไว้ที่ค่ำสูงๆ จะท ำให้ผลิตภัณฑ์ส่วนใหญ่ของกำรหมักเป็นกรด
อินทรีย์ ในทำงตรงกันข้ำมถ้ำรักษำค่ำ pH ไว้ที่ค่ำต่ ำๆ ผลิตภัณฑ์ส่วนใหญ่ที่เกิดขึ นจะเป็นตัวท ำ
ละลำยอินทรีย์ อย่ำงไรก็ตำมช่วงของ pH ที่จะท ำให้มีกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์จะอยู่ในช่วงกว้ำง
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มำก ขึ นอยู่กับสำยพันธุ์ของจุลินทรีย์และสภำวะของกำรหมักด้วย ช่วงของกำรหมักที่มีกำรสร้ำงตัว
ท ำละลำยอินทรีย์มักอยู่ในช่วง pH 3.8 ถึง 5.5 (Lee et al., 2008b) อย่ำงไรก็ตำมแบคทีเรียที่ใช้ในกำร
ผลิตระดับอุตสำหกรรมอย่ำง Cl. acetobutylicum P262 สำมำรถผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้ดีในช่วง 
pH 6.5 (Jones and Woods, 1986) 
 กรดอินทรีย์อย่ำงอ่อน (Weak organic acid) เช่น กรดอะซิติก และกรดบิวทิริก ถูก
สร้ำงเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้ำย (End-product) ของปฏิกิริยำ โดยธรรมชำติแล้วจะเป็นพิษต่อเซลล์และ
สำมำรถแพร่ผ่ำนเข้ำไปในเยื่อหุ้มเซลล์ (Cell membrane) ในรูปที่ไม่แตกตัว ที่ควำมเข้มข้นของกรด
สูงๆ ค่ำ pH ที่ผิวของเยื่อหุ้มเซลล์จะลดลงซึ่งเป็นสำเหตุในกำรยับยั งปฏิกิริยำเมแทบอลิซึมทั งหมด
ของเซลล์ ภำยในตัวเซลล์ที่มีควำมเข้มข้นต่ ำกว่ำจะมีกำรสะสมของกรดและกำรลดลงของค่ำ pH จึง
ท ำให้อัตรำกำรเจริญลดลงจนกระทั่งหยุดชะงักในที่สุด ถึงแม้ว่ำกำรใช้วัตถุดิบและเมแทบอลิซึมของ
เซลล์ยังด ำเนินต่อไป (Zhu and Yang, 2004) ดังนั นจึงมีข้อเสนอว่ำจุดที่เปลี่ยนเป็น Solventogenesis ก็
คือกลไก Detoxification ของเซลล์ เพื่อก ำจัดผลที่จะเกิดขึ นเนื่องจำกกำรยับยั งเมื่อกรดในขั นตอน
สุดท้ำยมำถึงระดับช่วงที่มีพิษ (Hatarnis et al., 1984; Long et al., 1984) โดยทั่วๆ ไปกำรเร่ิมต้นของ 
Solventogenesis จะเกิดขึ นร่วมกันขณะที่ pH ของสำรอำหำรมีค่ำต่ ำและมีกรดในรูปที่ไม่แตกตัวอยู่
ในช่วงวิกฤต (Lee et al., 2008b) ดังนั นควำมเข้มข้นของ Butylate จะต่ ำที่ค่ำ pH ต่ ำ (Jones and 
Woods, 1986) ปัจจุบันเป็นที่ยอมรับกันอย่ำงแพร่หลำยว่ำผลของ pH เป็นผลจำกควำมเข้มข้นของ
กรดบิวทิริกที่ไม่แตกตัวและสิ่งนี เป็นปัจจัยควบคุมกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ 
 
2.9 กำรใช้วัตถุดิบประเภทแป้งในกระบวนกำรหมักแอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล 
แบคทีเรีย Cl. acetobutylicum สำมำรถใช้น  ำตำลได้หลำกหลำยชนิดเป็นสำรตั งต้นใน
กระบวนกำรหมัก (Jones and Woods, 1986; Qureshi and Blaschek, 2001; Lee et al., 2008b) โดย
วัตถุดิบที่ถูกใช้เป็นสำรตั งต้นแบบดั งเดิมในกระบวนกำรหมักแอซิโตนบิวทำนอล และเอทำนอลทำง
กำรค้ำนั น ได้แก่ ข้ำวโพด ข้ำวสำลี และข้ำวไรย์ เป็นต้น ทั งนี วัตถุดิบเหล่ำนั นมีรำคำค่อนข้ำงสูง จึง
ได้มีกำรศึกษำเพื่อหำวัตถุดิบทำงเลือกใหม่ที่มีรำคำถูกกว่ำ อย่ำงเช่น วัตถุดิบประเภทแป้ง (แป้งสำคู 
แป้งมันฝร่ัง และแป้งมันส ำปะหลัง) (Madihah et al., 2001a) ของเสียจำกกำรเกษตร (Jesses et al., 
2002) วัตถุดิบเหลือใช้ทำงกำรเกษตร (Ezeji et al., 2007a) และ Dried distiller’s grain and soluble 
(DDGS) (Ezeji et al., 2008) เป็นต้น  
แบคทีเรีย Cl. acetobutylicum มีควำมสำมำรถในกำรผลิตเอนไซม์ที่ย่อยแป้งได้ เช่น เอนไซม์ 
Amylase, Pullulanase และ Glucoamylase ส่งผลให้สำมำรถย่อยแป้งที่ท ำให้เกิด  เจลบำงส่วนใน
กระบวนกำรหมักแอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอลได้ (Jones and Woods, 1986; Nimcevic et al., 
1998; Madihah et al., 2001a) นักวิจัยหลำยกลุ่ม ได้ทดลองใช้วัตถุดิบประเภทแป้งชนิดต่ำงๆ ใน
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กระบวนกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ด้วยแบคทีเรียสำยพันธุ์ Clostridium sp. ดังสรุปในตำรำงที่ 2.2 
โดย Nimcevic et al. (1998) ได้ทดสอบใช้แบคทีเรีย Cl. bejerinckii NRRL B592 ในกำรผลิตตัวท ำ
ละลำยอินทรีย์โดยใช้มันฝร่ังเป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน และพบว่ำแบคทีเรีย Cl. bejerinckii NRRL 
B592 สำมำรถใช้มันฝรั่งในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ ซึ่งสำมำรถผลิตตัว
ท ำละลำยอินทรีย์ได้สูงถึง 18.9 g/L โดยที่ไม่จ ำเป็นต้องมีกำรย่อยแป้งมันฝร่ังด้วยเอนไซม์ก่อนน ำเข้ำ
สู่กระบวนกำรหมักเลย 
 ต่อมำในปี 2001 Madihah และคณะได้รำยงำนว่ำแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum P262 มี
ควำมสำมำรถในกำรใช้วัตถุดิบประเภทแป้งได้หลำยชนิด ในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ อำทิเช่น 
แป้งมันส ำปะหลัง แป้งข้ำวโพด แป้งสำคู และแป้งมันฝร่ัง ทั งนี พบว่ำเมื่อใช้แป้งสำคูเป็นวัตถุดิบใน
กำรหมัก จะให้ค่ำอัตรำกำรผลิต (Productivity) ตัวท ำละลำยอินทรีย์สูงที่สุดถึง 0.26 g/L/h เมื่อ
เปรียบเทียบกับตัวอย่ำงแป้งชนิดอ่ืน อย่ำงไรก็ตำมค่ำอัตรำกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ที่ได้ดังกล่ำว 
พบว่ำไม่ได้แตกต่ำงจำกกำรใช้แป้งข้ำวโพดอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ ในขณะที่เมื่อใช้แป้งมันฝรั่งมี
ผลท ำให้ค่ำอัตรำกำรผลิตตัวท ำละลำยลดลงถึง 2 เท่ำเมื่อเทียบกับกำรใช้แป้งสำคูและแป้งข้ำวโพด 
จำกผลกำรทดลองดังกล่ำวชี ให้เห็นว่ำ วัตถุดิบประเภทแป้งสำมำรถใช้ในกำรผลิตตัวท ำละลำย
อินทรีย์ได้เป็นอย่ำงดี แต่ทั งนี ประสิทธิภำพของกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ จะขึ นอยู่กับประเภท
ของแป้งแต่ละชนิด ซึ่งมีสมบัติทำงทำงเคมี-กำยภำพที่ต่ำงกันด้วย 
ต่อจำกนั นในปี 2003 Ezeji และทีมวิจัย ประสบผลส ำเร็จในกำรใช้แบคทีเรีย Cl. bejerinckii 
BA101 ในกำรทดสอบกำรหมักด้วย Packing peanut ในอำหำร P2 medium ควำมเข้มข้น 80 g/L เพื่อ
ผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ โดยพบว่ำ สำมำรถผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้ 18.9 g/L ซึง่ให้ค่ำผลผลิตที่
ได้ (Yield) เท่ำกับ 32% โดยใช้เวลำในกำรหมัก 110 ชั่วโมง และให้ค่ำอัตรำกำรผลิตตัวท ำละลำย 
เท่ำกับ 0.17 g/L/h อย่ำงไรก็ตำมค่ำอัตรำกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ค่อนข้ำงต่ ำ เมื่อเทียบกับ
กำรศึกษำที่ผ่ำนมำ 
หลังจำกนั น Madihah และคณะวิจัย ได้ศึกษำกำรใช้วิธีควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักในระยะ
ต่ำงๆ ของกำรเจริญของแบคทีเรีย Cl. saccharobutylicum P262 ทั งระยะกำรสร้ำงกรดอินทรีย์ 
(Acidogenic phase) และระยะกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ (Solventogenic phase) ซึ่งพบว่ำกำร
ควบคุมค่ำ pH ของน  ำหนักในระยะของกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์นั น สำมำรถผลิตตัวท ำละลำย
อินทรีย์ได้ดีกว่ำกำรควบคุมค่ำ pH น  ำหนักในระยะของกำรสร้ำงกรด นอกจำกนี ยังพบว่ำภำยใต้
สภำวะที่เหมำะสมนี สำมำรถผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ (27.9 g/L) ได้สูงถึง 2 เท่ำของกำรทดลองที่ไม่
มีกำรควบคุมค่ำ pH และเพิ่มค่ำอัตรำกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ถึง 1.4 เท่ำด้วย 
ในปีต่อมำ Gu et al. (2009) ได้รำยงำนว่ำกำรใช้แป้งมันส ำปะหลังที่เสริมด้วย Ammonium 
acetate ในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ด้วยแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum EA 2018 ซึง่พบว่ำ กำรใช้
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วัตถุดิบดังกล่ำวมีผลท ำให้มีกำรผลิตกรดอินทรีย์ ทั งกรดอะซิติกและกรดบิวทิริกเพิ่มสูงขึ นอย่ำงมำก
ในช่วงแรก ก่อนจะถูกใช้ไปอย่ำงมีประสิทธิภำพในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ ซึ่งจะพบกำรผลิต
บิวทำนอลและแอซิโตนเป็นส่วนมำก และมีกำรผลิตเอำทำนอลเพียงเล็กน้อยเท่ำนั น  
ล่ำสุดเมื่อปี 2010 Thang และผู้ร่วมวิจัย ได้รำยงำนควำมสำมำรถของแบคทีเรีย Cl. 
saccharoperbutylacetonicum N14 ซึ่งเป็นสำยพันธุ์ที่ผลิตเอนไซม์ในกลุ่มที่สำมำรถย่อยแป้งได้ใน
ปริมำณมำก (Hyperamylolytic strain) ในกำรใช้แป้งมันส ำปะหลังในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ 
ทั งนี กลุ่มนักวิจัยพบว่ำ กำรใช้แป้งมันส ำปะหลังในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ด้วยแบคทีเรีย
ดังกล่ำว ให้ผลเทียบเท่ำกับกำรใช้น  ำตำลกลูโคสเลย ซึ่งสำมำรถผลิตตัวท ำละลำยได้สูงถึง 20-21 g/L 
และให้ค่ำผลผลิตทั งหมด 41-46% ซึ่งเทียบเท่ำกับกำรใช้แป้งข้ำวโพดและแป้งมันฝร่ังในกำรศึกษำที่
ผ่ำนมำ (Nimcevic et al., 1998; Ezeji et al., 2005) นอกจำกนี ยังพบว่ำค่ำผลผลิตที่ได้ยังสูงกว่ำกำรใช้
แป้งมันส ำปะหลังของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum P262 อย่ำงมำก ซึ่งให้ค่ำผลผลิตที่ได้เพียง 20-
34% เท่ำนั น  
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ตำรำงท่ี 2.2 สรุปกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ด้วยแบคทีเรีย Clostridium spp. โดยใช้วัตถุดิบจำกแป้งในกระบวนกำรหมักแบบกะ 
  
Substrate Microorganism 
Total 
solvents 
(g/L) 
Total ABE 
productivity 
(g/L/h) 
Total ABE yield 
(g solvent/g 
glucose) 
References 
Potato starch Cl. beijerinckii NRRL B592 18.9 0.42 - Nimcevic et al., 1998 
Potato starch Cl. acetobutylicum P262 4.62 0.06 0.14 Madihah et al., 2001b 
Corn starch Cl. acetobutylicum P262 11.87 0.18 0.36 Madihah et al., 2001b 
Sago starch Cl. acetobutylicum P262 11.03 0.26 0.33 Madihah et al., 2001b 
Tapioca starch Cl. acetobutylicum P262 6.74 0.16 0.20 Madihah et al., 2001b 
Starch-based packing peanuts Cl. beijerinckii BA101 21.7 0.20 0.37 Ezeji et al., 2002 
Degermed corn Cl. beijerinckii BA101 24.8 0.34 0.42 Campos et al., 2002 
Corn starch Cl. beijerinckii BA101 20.0 0.28 0.49 Ezeji et al., 2005 
Sago starch Cl. saccharobutylicum DSM 13864 16.38 0.59 0.35 Liew et al., 2006 
Sago starch Cl. saccharobutylicum P262 27.9 0.70 0.48 Madihah et al., 2008 
Cassava starch Cl. acetobutylicum EA 2018 19.4 - - Gu et al., 2009 
Cassava starch Cl. saccharoperbutylacetonicum N14 21.0 0.44 0.41 Thang et al., 2010 
Note: (-): no data 
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บทที่ 3 
วัสดุที่ใช้ในกำรวิจัยและวิธีด ำเนินกำรวิจัย 
  
3.1 วัสดุท่ีใช้ในกำรวิจัย 
 3.1.1 มันส ำปะหลัง 
 แป้งมันส ำปะหลัง (Cassava starch) จัดซื อจำกบริษัทแป้งโครำชจ ำกัด จังหวัด
นครรำชสีมำประเทศไทย ตัวอย่ำงแป้งที่ได้จะถูกเก็บไว้ในโถดูดควำมชื นก่อนน ำมำใช้ในกำรทดลอง 
 มันเส้น (Cassava chip) จัดซื อจำกบริษัทแป้งโครำชจ ำกัด จังหวัดนครรำชสีมำ
ประเทศไทย ซึ่งมันเส้นที่ได้จะถูกน ำมำลดขนำดด้วยกำรบด โดยใช้ Cross-Beater mill (Glen Mill 
Crop., Maywood) ที่มีตะแกรงร่อนขนำด 0.2 mm และมนัเส้นที่ผ่ำนกำรลดขนำดแล้วจะน ำไปเก็บใน
โถดูดควำมชื นก่อนน ำมำใช้ในกำรทดลอง 
 กำกมัน (Cassava pulp) รับมำจำกบริษัทแป้งโครำชจ ำกัด จังหวัดนครรำชสีมำประเทศ
ไทย ทั งนี กำกมันที่ได้มีควำมชื นเร่ิมต้นประมำณ 60-70% จึงต้องน ำไปอบไล่ควำมชื นที่ 55ºC เป็น
เวลำ 24 ชั่วโมง ก่อนจะน ำไปบดและร่อนผ่ำนตระแกรงขนำด 0.2 mm กำกมันที่ผ่ำนกำรลดขนำด
แล้วจะน ำไปเก็บในโถดูดควำมชื นก่อนน ำมำใช้ในกำรทดลอง 
 
3.1.2 สำรสกัดจำกยีสต์ท่ีเหลือใช้จำกโรงงำนอุตสำหกรรมกำรผลิตเบียร์ 
กำกยีสต์สดซึ่งปริมำณของแข็งแขวนลอยประมำณ 18-20% ซึ่งได้รับควำมอนุเครำะห์
จำกบริษัทขอนแก่นบริวเวอร่ี จ ำกัด จังหวัดขอนแก่น ประเทศไทย จะถูกเตรียมตำมวิธีกำรของ 
Saksinchai et al. (2001) โดมเร่ิมจำกน ำสำรละลำยกำกยีสต์มำเจือจำงด้วยน  ำที่ปลอดเชื อให้ได้
ปริมำณของแข็งแขวนลอยเท่ำกับ 15% (w/v) จำกนั นน ำไป Autolysate ที่อุณหภูมิ 50ºC เป็นเวลำ 20 
ชั่วโมง เมื่อครบ 20 ชั่วโมง ท ำกำรเพิ่มอุณหภูมิเป็น 85ºC คงไว้นำน 15 นำที เพื่อหยุดปฏิกิริยำที่
เหลืออยู่ทั งหมดของเอนไซม์ จำกนั นน ำสำรละลำยที่ได้ไปแยกเซลล์ยสีต์ออกด้วยกำรปั่นเหวี่ยงด้วย
ควำมเร็ว 4000 rpm นำน 15 นำที น ำส่วนใสที่ได้ไปท ำให้เข้มข้นขึ นโดยใช้เคร่ืองระเหยสุญญำกำศ 
(Vacuum evaporator)  (NESLAB Instrument, Inc., USA) ที่ 60ºC ควำมดัน 300 mbar ตอนสุดท้ำยน ำ
สำรละลำยไปท ำแห้งโดยใช้เคร่ือง Spray dryer (GEA NIro, Denmark) โดยใช้อุณหภูมิขำเข้ำที่ 180ºC 
และอุณหภูมิขำออกที่ 90ºC ตำมล ำดับ สำรสกัดจำกยีสต์ที่เหลือใช้จำกโรงงำนอุตสำหกรรมกำรผลิต
เบียร์ที่ได้จะน ำไปเก็บไว้ในโถดูดควำมชื นก่อนน ำมำใช้ในกำรทดลองต่อไป 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
3.1.3 แบคทีเรีย  
 ในกำรศึกษำนี ได้ใช้แบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ซึ่งจัดซื อจำก
สถำบันวิจัยวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย โดยแบคทีเรียที่ได้จะถูกน ำไปเพำะเลี ยงให้
เกิดกำรสร้ำงสปอร์ดังจะได้กล่ำวในหัวข้อ 3.2.4 ซึ่งสำรละลำยสปอร์ที่ได้จะเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4ºC 
และจะใช้เป็นกล้ำเชื อตลอดทั งกำรทดลอง 
 
3.1.4 อำหำรเลี้ยงเชื้อ 
 ส ำหรับอำหำรเลี ยงแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 เพื่อผลิตตัวท ำละลำยเอ
บีอี (แอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล) จะใช้อำหำร P2 medium ตำมรำยงำนของ Madihah et al. 
(2001b) ซึ่งมีองค์ประกอบตำมตำรำงข้ำงล่ำงนี 
 
อำหำร P2 medium จะใช้ในทุกกำรทดลอง ซึ่งจะน ำไปฆ่ำเชื อที่อุณหภูมิ 121ºC เป็น
เวลำ 15 นำทีและตั งทิ งไว้จนอุณหภูมิลดลงถึงอุณหภูมิห้อง ก่อนที่จะเติมวิตำมิน (p-aminobenzoic 
acid และ   Biotin) ที่ผ่ำนกำรกรองด้วยกระดำษกรอง (Sterilized membrane Filter) ขนำด 0.2 µm   
 
 
 
 
 
 Chemical Concentration (g/L) 
Buffer: KH2PO4 0.75 
 K2HPO4 0.75 
 CH3COONH4 2.2 
Minerals: MgSO4.7H2O 0.4 
 MnSO4.H2O 0.01 
 FeSO4. 7H2O 0.01 
 NaCl 1.0 
Vitamins: p-aminobenzoic acid 0.001 
 Biotin 0.0008 
 Yeast extract 5.0 
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3.1.5 สำรเคมีที่ใช้ 
 สำรเคมีทั งหมดที่ใช้เพื่อกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ด้วยวัตถุดิบจำกมันส ำปะหลัง 
โดยแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 แสดงดังตำรำงข้ำงล่ำงนี 
 
Chemical reagents  Company 
Agar  VECHAVIT, THAILAND 
Ammonium acetate MERCK, GERMANY 
α-Amylase SIGMA-ALDRICH, THAILAND 
Biotin FLUKA, CHINA 
Cooked meat medium FLUKA, CHINA 
Cellulase SIGMA-ALDRICH, THAILAND 
Dipotassium hydrogen phosphate  AJAX, AUSTRALIA 
Dinitrosalicylic acid  FLUKA, SWITZERLAND 
Ferrous sulphate heptahydrate  AJAX, AUSTRALIA 
Glucoamylase SIGMA-ALDRICH, THAILAND 
Glucose  FLUKA, SWITZERLAND 
Malachite green oxylate AJAX, AUSTRALIA 
Manganese sulphate, monohydrate  AJAX, AUSTRALIA 
Magnesium sulphate heptahydrate FLUKA, SWITZERLAND 
Maltose FLUKA, CHINA 
p-aminobenzoic acid AJAX, AUSTRALIA 
Potassium dihydrogen phosphate  FLUKA, CHINA 
Reinforced clostridia agar AJAX, AUSTRALIA 
Sodium chloride  VECHAVIT, THAILAND 
Sodium hydroxide  J.K. BAKER, USA 
Sulfuric acid  FLUKA, CHINA 
Yeast extract VECHAVIT, THAILAND 
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3.1.6 เครื่องมือท่ีใช้ในกำรทดลอง 
เคร่ืองมือทั งหมดที่ใช้เพื่อกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ด้วยวัตถุดิบจำกมันส ำปะหลัง 
โดยแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 แสดงดังรำยกำรข้ำงล่ำงนี 
 
Equipment Company 
Analytical balance PRESICA, USA 
Autoclave model ACV-3167 HIRIYAMA, JAPAN 
Gas chromatograph KONIK, SPAIN 
High performance liquid chromatography AGILENT, JAPAN 
Hot air oven MEMMERT, GERMANY 
Hot plate GIBTHAI, THAILAND 
Incubator EN400 NUVE, TURKEY 
Laminar air flow cabinet AUGUSTA, THAILAND 
Micropipette 100,1000,5000 µL BRAND, GERMANY 
pH meter CONSORT, SWITZERLAND 
Rotary evaporator vacuum NESLAB, U.S.A. 
Refrigerated centrifuge super TT21 SORVALL, USA 
Spectrophotometer  ANALYTIK JANA, THAILAND 
Spray dryer GEA NIRO, DENMARK 
Vortex mixer VORTEX-2-GENIE, TAIWAN 
Hammer miller CROMTON, USA 
 
3.2 วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
 3.2.1 กำรวิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมีของมันส ำปะหลัง 
กำรวิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมี (ไขมัน เส้นใย โปรตีน คำร์โบไฮเดรต และปริมำณ
ควำมชื น) ของตัวอย่ำงแป้งมัน มันเส้น และกำกมันจะวิเครำะห์ตำมวิธีมำตรฐำนของ AOAC 
(Association of Official Analytical Chemists) ทั งนี ปริมำณไขมัน เส้นใยและเถ้ำ จะวิเครำะห์ตำม
รำยงำนของ Charles et al. (2005) ส่วนปริมำณโปรตีนและคำร์โบไฮเดรต จะวิเครำะห์ตำมรำยงำน
ของ Vadivel and Janardhanan, (2001)   
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 3.2.2 กำรเตรียมตัวอย่ำงมันส ำปะหลังโดยกำรย่อยด้วยเอนไซม์  
  3.2.2.1 แป้งมัน (Cassava starch) และมันเส้น (Cassava chip) 
  ในกำรย่อยตัวอย่ำงแป้งมัน และมันเส้นจะใช้เอนไซม์ 2 ชนิด ได้แก่ เอนไซม์ 
α-Amylase (Sigma-Aldrich) ที่ผลิตจำกแบคทีเรีย Bacillus subtilis ซึ่งมี Activity เท่ำกับ 12,000 
U/mL และเอนไซม์ Glucoamylase (Sigma-Aldrich) ที่ผลิตจำกแบคทีเรีย Aspergillus niger และม ี
Activity เท่ำกับ 6,000 U/mL ส ำหรับวิธีกำรย่อยตัวอย่ำง จะเร่ิมจำกละลำยตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง 90 g 
ในน  ำ 400 mL จำกนั นเติมเอนไซม์ α-Amylase ปริมำณ 0.3% (v/v) ที่ pH 6.0 แล้วน ำไปบ่มในอ่ำง
ควบคุมอุณหภูมิที่ 95ºC นำน 2 ชั่วโมง หลังจำกนั นเติมเอนไซม์ Glucoamylase ปริมำณ 0.5% (v/v) ที่ 
pH 4.5 แล้วน ำไปบ่มในอ่ำงควบคุมอุณหภูมิที่ 58ºC นำน 15 ชั่วโมง หลังจำกนั นท ำกำรวิเครำะห์
ปริมำณน  ำตำลที่เกิดขึ นจำกกำรย่อย ด้วยวิธี DNS (Jesse et al., 2002) ควบคู่กับกำรวิเครำะห์ด้วย
เคร่ือง HPLC (ดูรำยะละเอียดกำรวิเครำะห์ในหัวข้อที่ 3.3.4) 
 
3.2.2.2 กำกมัน (Cassava pulp) 
  ส ำหรับกำรย่อยตัวอย่ำงกำกมันโดยใช้เอนไซม์นั น จะเร่ิมละลำยกำกมัน ใน
อัตรำส่วนกำกมัน 1 g ต่อน  ำ 4 mL แล้วเติมเอนไซม์ Cellulase (Spezyme CP, Genencor, USA, 5000 
U/mL) ปริมำณ 1.41 U/mL เพื่อท ำกำรย่อยโครงสร้ำงของ Cellulose จำกนั นเติมเอนไซม์ α-Amylase 
ที่ผลิตจำกแบคทีเรีย Bacillus subtilis, 12,000 U/mL) ปริมำณ 0.3% (v/v) ที่ pH 6.0 แล้วน ำไปบ่มใน
อ่ำงควบคุมอุณหภูมิที่ 95ºC นำน 2 ชั่วโมง หลังจำกนั นเติมเอนไซม์ Glucoamylase ปริมำณ 0.5% 
(v/v) ที่ pH 4.5 แล้วน ำไปบ่มในอ่ำงควบคุมอุณหภูมิที่ 58ºC นำน 15 ชั่วโมง หลังจำกนั นท ำกำร
วิเครำะห์ปริมำณน  ำตำลที่เกิดขึ นจำกกำรย่อย ด้วยวิธี DNS (Jesse et al., 2002) ควบคู่กับกำรวิเครำะห์
ด้วยเคร่ือง HPLC (ดูรำยะละเอียดกำรวิเครำะห์ในหัวข้อที่ 3.3.4) 
 
   3.2.3 กำรเตรียมมันส ำปะหลังโดยกำรย่อยด้วยกรด 
  กำรเตรียมกำกมันโดยกำรย่อยด้วยกรด จะดัดแปลงกำรเตรียมตำมวิธีของ 
Thongchul et al. (2010) ซึ่งจะใช้กรดไฮโดรคลอลิกเจือจำง 1 mol/L (ตัวอย่ำงกำกมัน 1 g ผสมกับ
สำรละลำยกรดไฮโดรคลอลิกควำมเข้มข้น 1 mol/L ปริมำณ 9 mL) โดยจะน ำตวัอย่ำงสำรละลำยที่
เติมกรดแล้วไปให้ควำมร้อนที่ 121ºC นำน 15 นำทีในหม้อนึ่งควำมดัน (Autoclave) จำกนั นน ำ
ตัวอย่ำงไปกรองแยกส่วนที่เป็นของแข็งออกด้วยผ้ำขำวบำง แล้วปรับ pH ของสำรละลำยให้ได้ pH 
10 ก่อนน ำไปปั่นเหวี่ยงส่วนที่ตกตะกอนออกโดยใช้ควำมเร็วรอบ 1,500 rpm นำน 15 นำที หลังจำก
นั นปรับ pH ด้วยกรดให้ได้ pH 6.0 ตำมด้วยปั่นเหวี่ยงแยกส่วนที่ตกตะกอนออกอีกครั ง สุดท้ำยน ำ
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ตัวอย่ำงไปวิเครำะห์ปริมำณน  ำตำลที่เกิดขึ นจำกกำรย่อย ด้วยวิธี DNS (Jesse et al., 2002) ควบคู่กับ
กำรวิเครำะห์ด้วยเคร่ือง HPLC (ดูรำยะละเอียดกำรวิเครำะห์ในหัวข้อที่ 3.3.4) 
 
3.2.4 กำรเตรียมสปอร์ของแบคทีเรีย Clostridia และกำรเก็บรักษำ 
 แบคทีเรีย Clostridium sp. ที่ใช้จะนิยมเก็บรักษำไว้ในรูปสำรละลำยสปอร์ 
(Spore suspension) ในน  ำ ดังนั นจึงต้องท ำกำรเตรียม Stock ของสปอร์เพื่อเก็บรักษำไว้ใช้ได้เป็น
เวลำนำน โดยมีขั นตอนดังนี เร่ิมจำกน ำสำรละลำยสปอร์ 0.2 mL จำก stock มำกระตุ้นด้วยควำมร้อน 
(Heat shock) ใน 20 mL ของอำหำร Cooked meat (ดูองค์ประกอบในภำคผนวก ก)  ที่เสริมด้วย
น  ำตำลกลูโคส 10 g/L ที่อุณหภูมิ 75ºC เป็นเวลำ 2 นำที แล้วตำมด้วยกำรกระตุ้นในสำรละลำยน  ำแข็ง
ต่ออกีเป็นเวลำ 1.5 นำที จำกนั นจึงน ำไปบ่มเพำะที่อุณหภูมิ 35ºC เป็นเวลำ  72 ชั่วโมง หรือจนกระทั่ง
เห็นกำรสร้ำงแก๊สเกิดขึ นอย่ำงรุนแรง (Vigorous gassing) จำกนั นใช้ Loop แตะเชื อที่ได้จำกข้ำงต้น
ไป Streak ลงบน Slope ของ Reinforced Clostridial Agar (ดูองค์ประกอบในภำคผนวก ก) แล้วน ำไป
บ่มในโถไรอ้ำกำศ (Anaerobic jar) ในตู้บ่มเพำะที่ 35ºC เป็นเวลำไม่น้อยกว่ำ 45 วัน หลังจำกนั นใช้
น  ำกลั่นเข้ำไปละลำยสปอร์ของเชื อที่สร้ำงขึ นบน Slant ของ Reinforced Clostridial Agar แล้วบรรจุ
ลงในหลอดทดลองฝำเกลียวขนำดเล็ก หลอดละ 2 mL ท ำกำรนับสปอร์ด้วยเคร่ืองวัดเซลล์เม็ดเลือด
แดง (Haemocytometer) ปริมำณสปอร์ที่ใช้ควรมีจ ำนวนอยู่ระหว่ำง 1.0×107 ถึง 1.0 ×108 spores/mL 
จำกนั นจึงน ำไปเก็บรักษำไว้ที่อุณหภูมิ 4ºC เพื่อน ำไปใช้เป็นกล้ำเชื อในกระบวนกำรหมักต่อไป ทั งนี 
จะตรวจสอบลักษณะของสปอร์โดยกำรย้อมตำมวิธีของ Bartholomev และ Mittwer, (1950) ซึ่งใช้ 
Malachite green เป็นสีย้อมก่อนน ำไปส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ ดังแสดงในภำพที่ 3.1 นอกจำกนี ก่อน
น ำสำรละลำยสปอร์ไปใช้เพื่อเป็นกล้ำเชื อนั น จะท ำกำรทดสอบประสิทธิภำพของสปอร์ก่อนกำรใช้
งำนโดยกำรท ำ Pour plate ในอำหำร Cooked Meat Agar (ดูองค์ประกอบในภำคผนวก ก) แล้วบ่มที่ 
35ºC เป็นเวลำ 24 ชั่วโมงในถังเพำะไร้อำกำศ ดังแสดงในภำพที่ 3.2 
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ภำพท่ี 3.1 รูปร่ำงลักษณะของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ภำยใต้กล้อง   จุลทรรศน์ที่
ก ำลังขยำย 100 เท่ำ (a) แสดงสีเขียวของเซลล์สปอร์ที่ติดสีของ Malachite green (b) แสดง
ลักษณะแกรมบวก รูปร่ำงเป็นท่อน (Rod-shaped) จำก Gram’s stained 
 
 
(a)                                            (b)                                                (c) 
ภำพท่ี 3.2 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ที่ได้จำกกำร    Pour plate 
ของสำรละลำยสปอร์ควำมเข้มข้นต่ำงๆ หลังจำกกำรบ่มที่ 35ºC นำน 24 ชั่วโมง (a) ใช้
สำรละลำยสปอร์ปริมำณ 0.2 mL  (b) ใช้สำรละลำยสปอร์ปริมำณ 0.5 mL และ (c) 
สำรละลำยสปอร์ปริมำณ 1.0 mL  
 
3.2.5 กำรเตรียมกล้ำเชื้อ 
วิธีกำรเตรียมกล้ำเชื อ จะเร่ิมจำกน ำสำรละลำยสปอร์ 0.2 mL จำก stock ใส่ลงใน
อำหำร Cooked meat ปริมำตร 20 mL ที่เสริมด้วยน  ำตำลกลูโคส 10 g/L แล้วน ำกระตุ้นด้วยควำมร้อน 
(Heat shock) ที่อุณหภูมิ 75ºC เป็นเวลำ 2 นำที ตำมด้วยกำรกระตุ้นในสำรละลำยน  ำแข็งต่ออีก 1.5 
นำที จำกนั นน ำไปบ่มเพำะที่อุณหภูมิ 35ºC เป็นเวลำ 17-18 ชั่วโมง หรือจนกระทั่งเห็นกำรสร้ำงแก๊ส
เกิดขึ นอย่ำงรุนแรง หลังจำกนั นถ่ำยเชื อ 2 mL ลงในขวด 100 mL ที่มีอำหำรส ำหรับจะใช้ใน
กระบวนกำรหมักขั นต่อไป ก่อนจะน ำไปบ่มเพำะที่ 35ºC เป็นเวลำประมำณ 17-18 ชั่วโมง ซึ่งเชื อ
(a) (b) 
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หลังจำกกำรบ่มเพำะครั งที่สองนี จะถูกใช้เป็นกล้ำเชื อในกระบวนกำรหมักต่อไป โดยจะใช้ที่ปริมำตร 
10% (v/v) ดังภำพที่ 3.3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 3.3 กำรเพำะเลี ยงเชื อแบคทีเรียจำกสำรละลำยสปอร์ (a) 20 mL ของอำหำร Cooked meat ก่อน
กำรเติมเชื อ (หลอดหมำยเลข 1) หลังจำกเติมเชื อ (หลอดหมำยเลข 2) ขณะเจริญเติบโต
เต็มที่ (หลอดหมำยเลข 3); (b) อำหำรเลี ยงเชื อในขวดทดลองขนำด 100 mL หลังจำกกำร
บ่มเพำะที่ 35ºC เป็นเวลำ 18 ชั่วโมง 
 
3.2.6 สภำวะของกระบวนกำรหมัก 
3.2.6.1 กำรหมักในขวดทดลอง (Erlenmeyer flask) ขนำด 250 mL 
 ส ำหรับกำรหมักในขวดนั นใช้ขวดทดลองขนำด 250 mL ที่มีลักษณะของ
ส่วนที่คล้ำยแขนยื่นออกมำ ดังภำพที่ 3.4 เพื่อรักษำระบบให้เป็นระบบปิด จะปิดฝำขวดด้วย Butyl 
rubber ส่วนด้ำนที่เป็นแขนยื่นออกมำจะปิดด้วย Rubber septum และจะถ่ำยเชื อหรือสุ่มตัวอย่ำงด้วย
เข็มที่ปลอดเชื อ เพื่อรักษำสภำวะไร้ออกซิเจนของขวดไว้ตลอดเวลำ ทั งนี อำหำรเลี ยงเชื อที่บรรจุลงใน
ขวดดังกล่ำว จะถูกน ำไปนึ่งฆ่ำเชื อ ที่ 121ºC เป็นเวลำ 15 นำที ก่อนจะไล่ออกซิเจนในขวดออกด้วย
แก๊สไนโตรเจน เพื่อให้เกิดสภำวะไร้อำกำศซึ่งเหมำะต่อกำรเจริญของแบคทีเรียชนิดนี โดยทุกกำร
ทดลองในกำรศึกษำนี จะหมักที่อุณหภูมิ 35ºC และจะใชค้วำมเร็วรอบในกำรหมุนที่ 100 rpm ส ำหรับ
ตัวอย่ำงที่จ ำเป็นต้องควบคุมค่ำ pH ในระหว่ำงกำรหมัก 
 
 
 
 
1 2 3 
(a) (b) 
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(a)  
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 3.4 กำรหมักด้วยขวดทดลองขนำด 250 mL (a) กำรหมักที่มีควบคุมค่ำ pH (b) กำรหมัก ที่ไม่
มีกำรควบคุมค่ำ pH 
 
3.2.6.2 กำรหมักโดยใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภำพขนำด 2-L 
 ในกำรทดลองนี ใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภำพขนำด 2-L ที่เป็นชนิดพื นฐำนทั่วๆ ไป 
ซึ่งเป็นแก้วสองชั น (New Brunswick Scientific Co., New Brunswick, New Jersey, USA) โดยจะใช้
ปริมำตรในกำรหมัก (Working volume) 1.5-L และสำมำรถควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักได้อัตโนมัติ 
(ภำพที่ 3.5) ทั งนี ในกำรทดลองที่จ ำเป็นต้องควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักจะใช้ 3M KOH เพื่อรักษำ
ระดับของ pH ก่อนกำรเติมกล้ำเชื อทุกครั งจะท ำกำรไล่อำกำศภำยในถังปฏิกรณ์ชีวภำพ โดยใช้แก๊ส
ไนโตรเจนพ่นใส่ที่ผิวหน้ำของอำหำร (Surface flushing) เพื่อให้ได้สะภำวะไร้ออกซิเจน และ
หลังจำกเติมเชื อลงในปฏิกรณ์ชีวภำพแล้ว จะท ำกำรไล่อำกำศด้วยแก๊สไนโตรเจนอย่ำงต่อเน่ือง 
จนกว่ำแบคทีเรียจะโตได้ดีและสร้ำงแก๊สเองได้ จึงจะหยุดกำรให้แก๊สไนโตรเจน 
 
 
 
 
 
 
 
(a) 
(b) 
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ภำพท่ี 3.5 กำรหมักด้วยถังปฏิกรณ์ชีวภำพขนำด 2-L ส ำหรับกำรทดลองที่ควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมัก 
 
ในกำรศึกษำนี จะใช้วัตถุดิบที่ได้จำกมันส ำปะหลังเป็นวัตถุดิบหลัก เพื่อผลิตตัวท ำละลำย   
บิวทำนอล แอซิโตน และเอทำนอล ในกระบวนกำรหมักแบบกะด้วยแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum 
TISTR 1462 ซึ่งวิธีกำรทดลองทั งหมดของกำรศึกษำนี จะประกอบด้วย 4 ส่วนหลักๆ ดังนี 
1) กำรทดลองเพื่อศึกษำอิทธิพลของกำรควบคุมค่ำ pH ต่ำงๆ ในระหว่ำงกำรหมัก ซึ่ง
กำรทดลองนี จะประยุกต์ใช้กำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักในระยะที่มีกำรสร้ำงตัวท ำละลำย 
(Solventogenic phase) ตำมวิธีกำรของ Mahihah et al. (2008) โดยควบคุมค่ำ pH ที่ pH 4.5-6.5 (4.5, 
5.0, 5.2, 5.5, 6.0 และ 6.5) (pH เร่ิมต้น 6.5) โดยใช้น  ำตำลกลูโคส 50 g/L เป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน 
และใช้ 5 g/L สำรสกัดจำกยีสต์ทำงกำรค้ำเป็นแหล่งไนโตรเจนด้วย  
2) กำรทดลองเพื่อศึกษำอิทธิพลของกำรใช้วัตถุดิบจำกมันส ำปะหลังชนิดต่ำงๆ (แป้ง
มนั กำกมัน มันเส้น และตัวอย่ำงมันส ำปะหลังที่ผ่ำนกำรเตรียมด้วยกรดและเอนไซม์)โดยใช้ที่ควำม
เข้มข้น 50 g/L ร่วมกับกำรใช้ 5 g/L สำรสกัดจำกยีสต์ทำงกำรค้ำเป็นแหล่งไนโตรเจนด้วย  
3) กำรทดลองเพื่อศึกษำอิทธิพลของควำมเข้มข้นต่ำงๆ ของแหล่งอำหำรคำร์บอน 
ซึ่ง Mahihah et al. (2008) และ Lee et al. (2008) ได้รำยงำนว่ำช่วงควำมเข้มข้นของแหล่งอำหำร
คำร์บอนที่เหมำะกับกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum sp. มำกที่สุดจะ
อยู่ในช่วง 20-80 g/L ดังนั น กำรทดลองนี จะศึกษำควำมเข้มข้นของแหล่งอำหำรคำร์บอนของ
แบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ที่เหมำะสมที่สุดในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ที่ 20-80 
g/Lโดยใช้ 5 g/L สำรสกัดจำกยีสต์ทำงกำรค้ำเป็นแหล่งไนโตรเจน  
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4) กำรทดลองเพื่อศึกษำอิทธิพลของกำรใช้แหล่งไนโตรเจน ระหว่ำงสำรสกัดจำกยีสต์
ทำงกำรค้ำ (Commercial yeast extract) และสำรสกัดจำกยีสต์เหลือใช้จำกโรงงำนอุตสำหกรรมกำร
ผลิตเบียร์ (Spent brewer’s yeast extract) 
ทุกกำรทดลองจะเติมสำรละลำยวิตำมิน (p-aminobenzoic acid 0.001 g/L + Biotin 0.0008 
g/L) เมื่ออุณหภูมิของอำหำรเลี ยงเชื อหลังกำรท ำให้ปลอดเชื ออยู่ในช่วง 34-37ºC ในระหว่ำงกำรหมัก
จะควบคุมอุณหภูมิไว้ที่ 35ºC และควบคุมควำมเร็วรอบในกำรหมุนที่ 100 rpm เพื่อป้องกันกำร
ตกตะกอนของอำหำร ส ำหรับตัวอย่ำงที่จ ำเป็นต้องควบคุมค่ำ pH ในระหว่ำงกำรหมัก จะใช้
สำรละลำย 3M KOH ทั งนี ทุกกำรทดลองใช้กล้ำเชื อที่ควำมเข้มข้น 10% (v/v) และในระหว่ำงกำร
หมักจะสุ่มตัวอย่ำงทุกๆ 12 ชั่วโมงเป็นเวลำ 5 วันเพื่อตรวจสอบผลผลิตที่เกิดขึ นจำกกระบวนกำร
หมัก 
 
3.3 วิธีกำรวิเครำะห์ผลกำรวิจัย 
ตัวอย่ำงที่ได้ในระหว่ำงกำรหมักจะถูกน ำไปปั่นเหว่ียงที่ควำมเร็วรอบ 15,000 rpm นำน 10 
นำที เพื่อแยกเซลล์แบคทีเรียและส่วนใสก่อนจะน ำไปวิเครำะห์ค่ำต่ำงๆ ดังต่อไปนี 
 
3.3.1 กำรหำควำมเข้มข้นของเซลล์แบคทีเรีย 
 ควำมเข้มข้นของเซลล์ (1 g เซลล์แห้งต่อ 1 mL ของน  ำหมัก) ในกรณีที่ใช้น  ำตำล
กลูโคสในกำรหมักสำมำรถหำได้โดยอำศัยควำมสัมพันธ์ระหว่ำงปริมำณน  ำหนักเซลล์แห้ง เทียบกับ
ค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 600 nm (Assobhei et al., 1998) (ดูสมกำรควำมสัมพันธ์ใน
ภำคผนวก ข) ส่วนกรณีที่ใช้วัตถุดิบที่เป็นแป้ง จะหำปริมำณเซลล์ตำมวิธีที่ดัดแปลงจำก Tang et al. 
(2010) โดยมีวิธีกำรคือ เติมเอนไซม์ α-amylase (Sigma-Aldrich) ซึ่งมี Activity เท่ำกับ 12,000 U/mL 
ปริมำณ 20 µL ลงในตัวอย่ำงน  ำหมัก 1 mL ที่บรรจุอยู่ในหลอด Eppendorf ที่ทรำบน  ำหนักแน่นอน 
แล้วน ำไปบ่มที่ 90ºC เป็นเวลำ 2 ชั่วโมง เพื่อย่อยแป้งที่เหลืออยู่ออกก่อน จำกนั นน ำหลอด Eppendorf 
ดังกล่ำวไปปั่นเหวี่ยงที่ 15,000 rpm นำน 10 นำที เทส่วนใสทิ งแล้วเติมน  ำ 1 mL เข้ำไปแทน หลังจำก
นั นน ำหลอด Eppendorf ที่มีเฉพำะเซลล์แบคทีเรียไปอบให้แห้งที่ 105ºC เป็นเวลำอย่ำงน้อย 4 ชั่วโมง 
หรือจนกว่ำน  ำหนักจะคงที่ เพื่อหำน  ำหนักเซลล์แห้งที่แท้จริง 
 
3.3.2 กำรวัดค่ำควำมเป็นกรดด่ำง (pH) 
ทุกตัวอย่ำงที่ต้องวัดค่ำ pH ของน  ำหมัก จะวัดโดยใช้เคร่ืองวัด pH รุ่น E520 (Metrohm 
A.G., Hersau, Switzerland) ที่ผ่ำนกำร calibrated ด้วยบัฟเฟอร์ pH 4.0 และ pH 7.0 ก่อนใช้งำนทุก
ครั ง 
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3.3.3 กำรย้อมเซลล์แบคทีเรียด้วยสี DAPI และ PI 
 ในกำรทดลองนี จะวัดกำรเปลี่ยนแปลงทำงสรีระวิทยำของแบคทีเรีย โดยอำศัย
ควำมสำมำรถในกำรซึมผ่ำนของสี DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) (Sigma-
Aldrich) และ PI (Propidium iodide) (Sigma-Aldrich) ซึ่งสี DAPI จะมีควำมสำมำรถในกำรจับกับ 
DNA ของแบคทีเรียทุกชนิดทั งที่มีชีวิตและไม่มีชีวิต ในขณะที่สี PI จะใช้บ่งบอกควำมสมบูรณ์ของ
เยื่อหุ้มเซลล์ (Cell membrane) ของแบคทีเรีย เน่ืองจำกสี PI ไม่มีควำมสำมำรถในกำรซึมผ่ำนเข้ำสู่เยื่อ
หุ้มเซลล์ได้ในกรณีที่เซลล์แบคทีเรียเป็นปกติ แต่ถ้ำเยื่อหุ้มเซลล์เกิดควำมเสียหำยหรือถูกท ำลำย สี PI 
จะเข้ำสู่เซลล์และจะไปจับกบักรดนิวคลิอิกได้ (Carneiro et al., 2009; Pablos et al., 2011) ดังนั นจึง
อำศัยควำมสำมำรถในกำรซึมผ่ำนเยื่อหุ้มเซลล์ของสีย้อมทั ง 2 ชนิด เพื่อบ่งบอกถึงกำรเปลี่ยนแปลง
ทำงสรีระวิทยำของแบคทีเรียได้ ทั งนี สำรละลำย DAPI จะเตรียมให้ได้ควำมเข้มข้น 1 mg/mL โดย
ละลำย DAPI 5 mg ในน  ำปลอดเชื อ 5 mL ที่มีสำรละลำย 2.5% Glutaraldehyde และสำรละลำย PI จะ
ถูกเตรียมให้ได้ควำมเข้มข้น 1 mg/1mL เช่นกัน โดยละลำย PI 25 mg ในน  ำปลอดเชื อ 25 mL ส ำหรับ
วิธีกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงจะเร่ิมจำกเติมสำรละลำย DAPI และ PI จำก Stock ที่เตรียมไว้ข้ำงต้น ปริมำณ 
80 µL ลงในตัวอย่ำงน  ำหมัก 4 mL จำกนั นน ำไปบ่มในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 10 นำที ก่อนจะ
น ำไปกรองด้วย Polycarbonate membrane ขนำด 0.22 µm จำกนั นน ำกระดำษกรองที่ได้ไปวำงลงบน
กระจกสไลด์ (Glass slide) และปิดด้วย Cover slip ก่อนน ำไปส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ก ำลังขยำย 100 
เท่ำ (Leica DMI 4000B microscope) ที่ติดตั งอุปกรณ์ที่ท ำให้เกิดกำรเร่ืองแสง (Fluorescence 
attachment ebq-100 mc-L) และกล้องถ่ำยรูป (Canon Power Shot S80) ในกำรนับปริมำณเซลล์
แบคทีเรียจะสุ่มนับจำกจุดที่ต่ำงกัน 3 จุดในกระดำษกรอง พร้อมทั งถ่ำยรูปควำมยำวคลื่นที่เหมำะสม
ที่สำมำรถมองเห็นเซลล์แบคทีเรียที่ย้อมด้วยสี DAPI/PI โดยค่ำควำมยำวคลื่นที่สำมำรถมองเห็นเซลล์
แบคทีเรียที่ติดสีย้อม DAPI จะอยู่ระหว่ำง 340-380 nm และจะมีค่ำ Suppression ของแสงที่ 425 nm 
ส่วนค่ำควำมยำวคลื่นที่สำมำรถมองเห็นเซลล์แบคทีเรียที่ติดสีย้อม PI จะอยู่ระหว่ำง 515-560 nm และ
จะมีค่ำ Suppression ของแสงที่เหมำะสมที่ 590 nm 
 
3.3.4 กำรวิเครำะห์ปริมำณผลผลิตท่ีเกิดขึ้นในกระบวนกำรหมัก 
กำรหำปริมำณควำมเข้มของของตัวท ำละลำยอินทีย์ (แอซิโตน บิวทำนอล และเอทำ
นอล) ที่ได้จำกกระบวนกำรหมัก จะวิเครำะห์ตำมวิธีของ Madihah et al., (2008) โดยใช้เคร่ือง GC 
(Gas chromatography) ซึ่งมี Detector ชนิด FID (Flame ionization detector) ตัวท ำละลำยอินทรีย์จะ
ถูกแยกด้วยคอลัมน์ ชนิด Capillary column ควำมยำว 30 m ขนำด 30 m × 0.25 mm โดยมีแก๊ส
ไฮโดรเจนเป็นตัวพำ (Carrier gas) ด้วยอัตรำกำรไหล 1.5 mL/นำที ทั งนี อุณหภูมิของคอลัมน์จะถูกตั ง
ไว้ที่ 115ºC นำน 8 นำที ก่อนที่จะเพิ่มอุณหภูมิขึ นไปที่ 170ºC ด้วยอัตรำ 5ºC/นำที และคงอุณหภูมิที่ 
32 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
170ºC นำน 10 นำที ส่วนอุณหภูมิของ Detector และ Injector จะถูกตั งไว้ที่ 270 และ 220 ºC 
ตำมล ำดับ กำรฉีดตัวอย่ำงแต่ละครั งจะใช้ปริมำณ 2 µL 
ปริมำณน  ำตำล (กลูโคสและมอลโตส) ที่ได้จำกกำรกระบวนกำรย่อย รวมทั งกรด
อินทรีย์ (บิวทิริกและอะซิติก) จะวิเครำะห์ด้วยเคร่ือง HPLC (High performance liquid 
chromatography) (Model 1200 series, Agilent technology, Japan) โดยใช้ Detector ชนิด RI 
(Refractive index) น  ำตำลและกรดอินทรีย์จะแยกโดยใช้ คอลัมน์ชนิด An ion exclusion (BIO RAD, 
Aminex, HPX-87H, USA) โดยตั งอุณหภูมิคอลัมน์ที่ 45ºC และใช้ 4 mM H2SO4 เป็น Mobile phase 
ด้วยอัตรำกำรไหล 0.4 mL/นำที  
 ส ำหรับกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้งในตัวอย่ำงที่มีแป้งเป็นองค์ประกอบนั น จะวิเครำะห์
ตำมวิธีที่ดัดแปลงจำก Tang et al. (2010) โดยเติมเอนไซม์ α-Amylase ปริมำณ 20 µL ลงในตัวอย่ำง
น  ำหมัก 1 mL แล้วน ำไปบ่มในอ่ำงควบคุมอุณหภูมิที่ 90ºC นำน 3 ชั่วโมง เพื่อย่อยแป้งให้กลำยเป็น 
dextrin ซึ่งสำมำรถละลำยน  ำได้ หลังจำกนั นเติม 8,880 µL ของอะซิเตตบัฟเฟอร์ pH 4.5 ก่อนจะเติม
เอนไซม์ Glucoamylase ปริมำณ 100 µL แล้วน ำไปบ่มในอ่ำงควบคุมอุณหภูมิที่ 58ºC นำน 4 ชั่วโมง 
แล้วท ำให้เย็น และปรับปริมำตรด้วยน  ำจนครบ 10 mL น ำไปวิเครำะห์ปริมำณน  ำตำลกลูโคสด้วย
เคร่ือง HPLC และค ำนวณปริมำณแป้งตำมสมกำรข้ำงล่ำงนี 
ปริมำณแป้ง (g/L)  =  ควำมเข้มข้นของน  ำตำลกลูโคส (g/L) X 10a X 0.9b 
 เมื่อ a คือค่ำกำรเจือจำงตัวอย่ำง และ b คือค่ำควำมสัมพันธ์ของแป้งที่สำมำรถ
เปลี่ยนเป็นน  ำตำลกลูโคสได้ 
 
 3.3.5 กำรวิเครำะห์ทำงจลนศำสตร์  
 ค่ำอัตรำกำรผลิตสำรละลำยอินทรีย์ทั งหมดในกระบวนกำรหมักแบบกะ (Productivity; 
g/L/h) จะค ำนวณโดยใช้ผลรวมของควำมเข้มข้นของตัวท ำละลำย บิวทำนอล แอซิโตนและเอทำนอล 
หำรด้วยเวลำในกำรหมักที่ท ำให้ได้ปริมำณตัวท ำละลำยอินทรีย์ทั งหมดสูงสุด ส่วนค่ำผลผลิตที่ได้ 
(Yield; g product/g sugar consumed) ของตัวท ำละลำย บิวทำนอล แอซิโตนและเอทำนอลนั น จะ
ค ำนวณจำกปริมำณผลรวมของควำมเข้มข้นของตัวท ำละลำย บิวทำนอล แอซิโตนและเอทำนอล หำร
ด้วยปริมำณน  ำตำลทั งหมดที่ถูกใช้ไปเพื่อผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์  
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บทที่ 4 
ผลกำรวิจัยและกำรอภิปรำยผลกำรวิจัย 
 
4.1 กำรวิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมีของวัตถุดิบจำกมันส ำปะหลัง 
ในกำรวิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมีของวัตถุดิบจำกมันส ำปะหลัง (แป้งมัน กำกมัน และมัน
เส้น)  จะวัดโดยใช้วิธี AOAC (Charles et al., 2005) ดังแสดงในตำรำงที่ 4.1 โดยปริมำณเส้นใยที่
สูงสุดจะพบในกำกมัน รองลงมำคือมันเส้นและ แป้งมันส ำปะหลัง ซึ่งมีค่ำเท่ำกับ 14.08, 2.05 และ 
0.17 (%, w/w) ตำมล ำดับ เมื่อเปรียบเทียบปริมำณแป้ง (Starch content) ในวัตถุดิบมันส ำปะหลังแต่
ละชนิดนั น พบว่ำกำกมันมีปริมำณแป้ง (58.74%, w/w) ต่ ำกว่ำตัวอย่ำงอื่นๆ โดยมันเส้นมีปริมำณแป้ง
เท่ำกับ 85.85% (w/w)  และแป้งมันส ำปะหลังมีปริมำณแป้งเท่ำกับ 99.04% (w/w) แต่กำกมันมี
ปริมำณเส้นใยสูงกว่ำตัวอย่ำงอื่นๆ ดังได้กล่ำวไปแล้วข้ำงต้น นอกจำกนี เมื่อพิจำรณำองค์ประกอบ
อ่ืนๆ เช่น โปรตีน ไขมัน เถ้ำ และคำร์โบไฮเดรต ในวัตถุดิบจำกมันส ำปะหลังแต่ละชนิด พบว่ำมี
ควำมแปรปรวนและแตกต่ำงกันออกไป ซึ่ง Sriroth และคณะ ปี 1999 ได้สรุปไว้ว่ำ องค์ประกอบทำง
เคมีของวัตถุดิบจำกมันส ำปะหลังจะแตกต่ำงกันออกไป ขึ นอยู่กับสถำนที่ที่เพำะปลูก ฤดูกำลในกำร
เพำะปลูก วิธีกำรเก็บเกี่ยว ตลอดจนวิธีกำรตรวจวิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมีนั นๆ ด้วย 
Ezeji และคณะ ปี 2007 รำยงำนว่ำแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum ไม่มีควำมสำมำรถในกำร
ย่อยวัตถุดิบที่มีปริมำณเส้นใยสูงๆได้ เน่ืองจำกไม่มีควำมสำมำรถในสร้ำงเอนไซม์ จ ำพวกเซลลูเลสที่
ใช้ย่อยวัตถุดิบที่เป็นเส้นใยได้ จำกกำรศึกษำของ Madihah et al. (2008) พบว่ำแบคทีเรีย Cl. 
acetobutylicum sp. มีควำมสำมำรถในกำรสร้ำงเอนไซม์ในกลุ่มที่ย่อยแป้งได้ เช่น Amylase, 
Glucoamylase และ Pullulanase อย่ำงไรก็ตำมประสิทธิภำพในกำรย่อยแป้งของเอนไซม์ในแบคทีเรีย 
Cl. acetobutylicum sp. นั น จะแตกต่ำงกันไป ขึ นอยู่กับสำยพันธุ์ของแบคทีเรีย ตลอดจน
ควำมสำมำรถในกำรท ำกิจกรรม (Activity) ของเอนไซม์ด้วย ดังนั นกำกมันและมันเส้นซึ่งมี
องค์ประกอบของแป้งอยู่ประมำณ 58 และ 85 (%, w/w) ตำมล ำดับ จึงถูกพิจำรณำน ำมำใช้เพื่อเป็น
แหล่งวัตถุดิบของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum เพื่อใช้ในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ อย่ำงไรก็ตำม
วัตถุดิบดังกล่ำวมีองค์ประกอบของเส้นใยในปริมำณค่อนข้ำงสูง ซึ่งจะรบกวนกระบวนกำรหมักได้ 
เน่ืองจำกแบคทีเรียในกลุ่มนี ไม่สำมำรถที่จะใช้วัตถุดิบที่เป็นเส้นใยได้ จึงจ ำเป็นต้องย่อย หรือแปร
สภำพวัตถุดิบเหล่ำนั นเพื่อให้ได้น  ำตำลซึ่งสำมำรถน ำไปใช้ได้ (Fermentable sugars) ก่อนน ำเข้ำสู่
กระบวนกำรหมักต่อไป 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตำรำงท่ี 4.1 องค์ประกอบทำงเคมีของวัตถุดิบจำกมันส ำปะหลัง 
 Main components  (%, w/w)  
Samples 
Fat Protein Ash Crude fiber 
Moisture 
content 
Carbohydrate 
Starch 
content 
Cassava starch 0.21±0.01 1.31±0.01 0.13±0.08 0.17±0.01 5.04±0.17 93.14±0.12 99.04±0.02 
Cassava chip 0.52±0.06 1.42±0.03 1.92±0.02 2.05±0.07 8.26±0.13 85.83±0.15 85.85±0.17 
Cassava pulp 0.41±0.01 1.77±0.23 1.87±0.03 14.08±0.03 7.56±0.13 74.31±0.24 58.74±0.15 
ตัวเลข ± คือค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนที่ค ำนวณจำกกำรทดลอง 3 ซ  ำ 
 
4.2 กำรเตรียมตัวอย่ำงมันส ำปะหลังโดยกำรย่อยด้วยเอนไซม์และกรดเจือจำง 
 ปริมำณน  ำตำลรีดิวซิง (Reducing sugars) ในตัวอย่ำงมันส ำปะหลังที่ผ่ำนกำรย่อยด้วยกรด
และเอนไซม์ได้สรุปในตำรำงที่ 4.2 เมื่อพิจำรณำกำรย่อยตัวอย่ำงมันส ำปะหลังด้วยเอนไซม์ พบว่ำ 
ตัวอย่ำงแป้งมันส ำปะหลังให้ปริมำณน  ำตำลรีดิวซิงมำกที่สุด 114.87 g/L ซึง่ค่ำผลผลิตที่ได้ 
(Reducing sugars yield) มำกกว่ำ 100% รองลงมำคือตัวอย่ำงมันเส้น และกำกมัน ซึ่งให้ปริมำณ
น  ำตำลรีดิวซิง เท่ำกับ 104.89 g/L และ 85.88 g/L ตำมล ำดับ โดยปริมำณน  ำตำลรีดิวซิงที่ได้จะแปรผัน
ตรงกับปริมำณแป้งที่เป็นองค์ประกอบหลักของตัวอย่ำง กล่ำวคือ ตัวอย่ำงกำกมันมีเส้นใยที่สูง 
(14.08%) และมีปริมำณแป้งที่เป็นองค์ประกอบต่ ำกว่ำตัวอย่ำงอื่นๆ (58.74%) (ตำรำงที่ 4.1) หลังจำก
กำรย่อยด้วยเอนไซม์จึงให้ปริมำณน  ำตำลรีดิวซิงต่ ำกว่ำตัวอย่ำงอื่นๆ โดยในกำรศึกษำนี ใช้เอนไซม์
ร่วมกัน 3 ชนิดได้แก่ Cellulase, α-Amylase และ Glucoamylase ซึ่งมีรำยงำนว่ำกำรท ำงำนร่วมกัน
ของเอนไซม์ α-Amylase และ Glucoamylase สำมำรถย่อยองค์ประกอบที่เป็นแป้งให้เปลี่ยนเป็น
น  ำตำลกลูโคสได้อย่ำงสมบูรณ์ โดยแป้ง 1 g สำมำรถเปลี่ยนเป็นน  ำตำลกลูโคสได้ 1.1 g (Liew et al., 
2006)  ส่วนตัวอย่ำงกำกมันซึ่งมีเส้นใยในปริมำณมำก กำรใช้เพียงเอนไซม์ Cellulase อำจยังไม่เพียง
พอที่จะท ำให้กำรย่อยตัวอย่ำงสมบรูณ์ได้เป็นน  ำตำลกลูโคสได้ จึงส่งผลให้ปริมำณน  ำตำลรีดิวซิงใน
ปริมำณต่ ำเมื่อเทียบกับตัวอย่ำงที่มีองค์ประกอบของแป้งมำกกว่ำ อย่ำงไรก็ตำมกำรย่อยตัวอย่ำงกำก
มันด้วยกรดเจือจำงให้ปริมำณน  ำตำลรีดิวซิงสูงกว่ำกำรย่อยตัวอย่ำงกำกมันด้วยเอนไซม์ เน่ืองจำก
กรดสำมำรถแทรกเข้ำไปย่อยพันธะแบบสุ่มอย่ำงไม่จ ำเพำะเจำะจง (Nonspecific random hydrolysis) 
ภำยในโครงสร้ำงของแป้งและเซลลูโลสได้ทุกพันธะ จึงส่งผลให้ได้น  ำตำลรีดิวซิงในปริมำณสูงกว่ำ
เมื่อเทียบกับกำรย่อยด้วยเอนไซม์ ซึ่งสอดคล้องกับกำรทดลองของ Thongchul et al. (2010) ที่รำยงำน
ว่ำสำรละลำยกรด HCl, H2SO4 และ H3PO4 ควำมเข้มข้น 1M สำมำรถย่อยพันธะในตัวอย่ำงกำกมันได้
อย่ำงมีประสิทธิภำพ โดยได้ปริมำณ Reducing sugars yield มำกกว่ำ 100% 
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ตำรำงท่ี 4.2 ปริมำณน  ำตำลรดีิวซิง (Reducing sugars) ในตัวอย่ำงมันส ำปะหลังที่ผ่ำนกำรย่อยด้วย
กรดและเอนไซม์ 
Samples *Reducing sugar in hydrolysate (g/L) 
Enzymatic hydrolysate of cassava starch 114.87±0.23 
Enzymatic hydrolysate of cassava chip 104.89±0.11 
Enzymatic hydrolysate of cassava pulp 85.88±0.24 
Acid hydrolysis of cassava pulp 94.08±0.15 
*Reducing sugars ค ำนวณจำกปริมำณตัวอย่ำงมันส ำปะหลังเร่ิมต้น 100 g 
ตัวเลข ± คือค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนที่ค ำนวณจำกกำรทดลอง 3 ซ  ำ 
 
4.3 ผลของกำรควบคุมค่ำ pH ในระยะที่มีกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ (Solventogenic phase) ต่อ            
กำรสร้ำงตัวท ำละลำยแอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล 
เพื่อศึกษำอิทธิพลของกำรควบคุมค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH value) ที่แตกต่ำงกัน (pH 4.5-
6.5) ในระหว่ำงระยะที่มีกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์หรือ Solventogenic phase ต่อกลไกกำรเจริญ
ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 นั น ได้ท ำกำรหมักโดยใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภำพขนำด   
2-L และใช้น  ำตำลกลูโคสควำมเข้มข้นเร่ิมต้น 50 g/L เป็นแหล่งคำร์บอนตลอดจนใช้สำรสกัดจำก
ยีสต์ทำงกำรค้ำ (Commercial yeast extract) ควำมเข้มข้น 5 g/L เป็นแหล่งไนโตรเจน ส่วนชุดกำร
ทดลองควบคุม (Control experiment) นั นจะไม่มีกำรควบคุมค่ำ pH ในระหว่ำงกระบวนกำรหมัก ซึ่ง
รูปแบบกำรหมักของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462  ที่ไม่ได้มีกำรควบคุมค่ำ pH ใน
ระหว่ำงกำรหมักภำยใต้สภำวะไร้ออกซิเจน (Anaerobic condition) ได้แสดงในภำพที่ 4.1 พบว่ำใน
ระหว่ำงที่มีกำรเจริญของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462  นั นมีกำรเปลี่ยนแปลงของระยะ
กำรสร้ำงกรดอินทรีย์ ไปเป็นระยะที่มีกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์อย่ำงชัดเจน ทั งนี ระยะที่มีกำร
สร้ำงกรดอินทรีย์นั นจะเกิดขึ นในช่วง 24 ชั่วโมงแรกของกำรเจริญ โดยจะมีกำรสร้ำงกรดอินทรีย์
จ ำพวกกรดบิวทิริกและกรดอะซิติก ซึ่งเป็นเหตุให้ค่ำ pH ของน  ำหมักลดลงจำก 6.0 เป็น 4.75 และใน
ระยะนี จะพบกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์เพียงเล็กน้อยเท่ำนั น และหลังจำกชั่วโมงที่ 48 ของกำร
หมัก กำรเจริญของแบคทีเรียชนิดนี จะเร่ิมคงที่และเข้ำสู่ระยะ Stationary phase ซึ่งเป็นระยะที่มีกำร
สร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ ทั งนี กลไกกำรเปลี่ยนแปลงจำกกำรสร้ำงกรดอินทรีย์ไปเป็นตัวท ำละลำย
อินทรีย์นั น จะส่งผลให้ค่ำ pH ของน  ำหมักเพิ่มสูงขึ น เน่ืองจำกกรดอินทรีย์ที่สร้ำงขึ นในช่วงแรกจะ
ถูกใช้เป็นสำรตั งต้นในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ในระยะที่สองต่อไป 
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ภำพท่ี 4.1 รูปแบบวิถีกระบวนกำรหมักโดยใช้น  ำตำลกลูโคสของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum 
TISTR 1462; น  ำตำลกลูโคสที่ใช้ 50 g/L สัญลักษณ์: (----) glucose, (—) pH, (■) 
acetone, (▲) butanol, (♦) ethanol, (●) dry cell weight, (□) butyric acid, (○) acetic 
acid. 
 
ส ำหรับลักษณะกำรเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ที่แสดงใน
ภำพที่ 4.2 นั น เซลล์แบคทีเรียที่ปรำกฏให้เห็นเป็นสีน  ำเงิน คือเซลล์ที่ย้อมติดสีของ DAPI (4, 6-
diamidino-2-phenylindole) ส่วนตัวเซลล์ที่เห็นเป็นสีแดง คือเซลล์ที่ย้อมติดสีของ PI (Propidium 
idodide) ทั งนี เซลล์ที่ติดสีน  ำเงินของ DAPI จะบ่งบอกถึงเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ซึ่งผนังเซลล์ถูกท ำลำยไม่
มำกนัก ส่วนเซลล์ที่ติดสีแดงของ PI แสดงว่ำเซลล์เกิดควำมเสียหำยของผนังเซลล์อย่ำงรุนแรงหรือ
เป็นเซลล์ที่ตำยแล้วนั่นเอง จำกภำพที่ 4.2 พบว่ำจ ำนวนเซลล์ที่ติดสีน  ำเงินของ DAPI มีแนวโน้ม
ลดลง ขณะที่เซลล์ที่ติดสีแดงของ PI มีแนวโน้มเพิ่มขึ นจำกช่วงชั่วโมงที่ 24 ถึงชั่วโมงที่ 72 ซึ่งข้อมูล
ดังกล่ำวสอดคล้องกับค่ำน  ำหนักเซลล์แห้ง (Dry cell weight) ซึ่งมีค่ำสูงสุดที่ 36 ชั่วโมงก่อนที่จะ
ลดลง (ภำพที่ 4.1) นอกจำกนี ยังพบว่ำชั่วโมงที่ 72 ของกำรหมัก (ภำพที่ 4.2 D) มีปริมำณของเซลล์สี
แดงที่ติดสีของ PI มำกกว่ำที่ชั่วโมงอ่ืนๆ ซึ่งสัมพันธ์กนักับปริมำณตัวท ำละลำยอินทรีย์ ซึ่งถูกผลิต
มำกที่สุดที่ชั่วโมงดังกล่ำวด้วย โดยสำเหตุของกำรเพิ่มขึ นของเซลล์ที่ติดสีแดงของ PI หรือกำร
เพิ่มขึ นของเซลล์ที่ตำยแล้วนั น อำจเนื่องมำจำกกำรยับยั งอันเป็นผลมำจำกปริมำณผลผลิตที่สร้ำงขึ น 
(Product inhibition) ของแบคทีเรียเองก็เป็นได้ Roos et al. (1985) รำยงำนไว้ว่ำบิวทำนอลที่ได้จำก
กระบวนกำรหมักด้วยแบคทีเรีย Clostridium sp. นั น มีควำมเป็นพิษมำกที่สุดเมื่อเทียบกับผลผลิต
ชนิดอ่ืนๆ ซึ่งบิวทำนอลควำมเข้มข้น 13 ถึง 16 g/L สำมำรถยับยั งกำรเจริญของแบคทีเรีย Clostridium 
sp. ได้อย่ำงสมบรูณ์ ขณะที่กำรเจริญของแบคทีเรีย Clostridium sp. จะลดลงถึง 50% เมื่อมีกำรเติมบิว
ทำนอลลงในอำหำรเลี ยงเชื อในช่วง 7-12 g/L (Moreira et al., 1981) 
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ภำพท่ี 4.2 กำรเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ในขณะที่หมักด้วยน  ำตำล
กลูโคส 50 g/L ที่ย้อมด้วย 1 mg/mL ของ DAPI (4, 6-diamidino-2-phenylindole) และ PI 
(Propidium idodide) ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด Fluorescent microscope ซึ่งเซลล์สแีดง
ที่เห็นแสดงถึงเซลล์ที่ตำยแล้ว โดยติดสีแดงของ PI และเซลล์สีน  ำเงินแสดงถึงเซลล์ทีย่ังมี
ชีวิตอยู่ซึ่งติดสีน  ำเงินของ DAPI สัญลักษณ์: A คือ ชั่วโมงที่ 36 ของกำรหมัก, B คือ 
ชั่วโมงที่ 48 ของกำรหมัก, C คือ ชั่วโมงที่ 60 ของกำรหมัก, D คือ ชั่วโมงที่ 72 ของกำร
หมัก 
 
ภำพที่ 4.3 แสดงวิถีกำรหมักของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 โดยใช้น  ำตำล
กลูโคสเป็นแหล่งอำหำรหลัก ในขณะที่ควบคุมค่ำ pH ระหว่ำงกระบวนกำรหมักที่ระดับต่ำงๆ (pH 
4.5-6.5) จำกภำพจะเห็นว่ำแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 สำมำรถผลิตตัวท ำละลำย
อินทรีย์ (บิวทำนอล เอทำนอล และแอซิโตน) ได้ทุกกำรทดลองที่มีกำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมัก
ตั งแต่ 4.5-6.5 ซึ่งได้ชี ให้เห็นว่ำ ทั งกำรเจริญและกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ของแบคทีเรีย Cl. 
(A) (B) 
(C) (D) 
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acetobutylicum TISTR 1462 นั นจะขึ นอยู่กับกำรควบคุมค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง หรือ pH ของน  ำหมัก 
ซึ่งปริมำณตัวท ำละลำยอินทรีย์สูงสุด (Total solvents) 20 g/L ถูกผลิตขึ นเมื่อควบคุมค่ำ pH ของน  ำ
หมักให้คงที่ที่ pH 5.5 โดยสัมพันธ์กับปริมำณบิวทำนอลและเอทำนอล ซึ่งถูกผลิตสูงที่สุดเมื่อควบคุม
ค่ำ pH ที่ 5.5 ด้วย (ตำรำงที่ 4.3) นอกจำกนี ยังพบว่ำตัวท ำละลำยอินทรีย์จะถูกผลิตมำกขึ นเมื่อควบคุม
ค่ำ pH ของน  ำหมักให้คงที่ในระยะของกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ (Solventogenic phase) จำก pH 
4.5-5.5 โดยกำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักที่มำกกว่ำ 6.0 ขึ นไป ผลผลิตที่ได้จำกกระบวนกำรหมัก
ส่วนใหญ่จะเป็นกรดอินทรีย์ และจะพบกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์เพียงเล็กน้อยเท่ำนั น โดยผลกำร
ทดลองที่ได้คล้ำยกันกับกำรศึกษำของ Stephens et al. (1985) ที่พบว่ำเมื่อควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมัก
ให้คงที่ที่ pH 5.5 แบคทีเรีย Cl. bejerinckii NCIMB 8052 มีกำรเจริญและสร้ำงตัวท ำละลำยได้ดีกว่ำ
กำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักที่ 5.0 อย่ำงมำก และยังพบอีกว่ำเมื่อควบคุมค่ำ pH ที่ 4.0 แบคทีเรีย
ดังกล่ำวไม่สำมำรถเจริญได้เลย เช่นเดียวกันกับแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum B18 ที่ผ่ำนกำรดัดแปลง
พันธุกรรมจำกแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum สำยพันธุ ์NRRL B643 ซึ่งพบว่ำกำรควบคุมค่ำ pH ของ
น  ำหมักที่ 5.5 เป็นสภำวะที่เหมำะสมของกำรเจริญและกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ในระหว่ำง
กระบวนกำรหมักแบบกะ (Geng and Park, 1993) นอกจำกนี Madihah et al. (2008) ได้ศึกษำอธิพล
ของกำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักในระยะของกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ (Solventogenic phase) 
ของแบคทีเรีย Cl. saccharobutylicum P262 และพบว่ำกำรควบคุมค่ำ pH ของอำหำรเลี ยงเชื อในระยะ
ของกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ที่ 5.5 เป็นช่วงที่เหมำะสมมำกที่สุดในกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ 
อย่ำงไรก็ตำมจำกกำรศึกษำของ Monot et al. (1984) ได้พบว่ำ แบคทีเรีย Cl. acetobutylicum DSM 
1731 มีควำมสำมำรถในกำรทนกรด และสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้ดีเมื่อควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมัก
ให้คงที่ที่ pH 4.5 จำกผลกำรศึกษำในครั งนี และข้อมูลของนักวิจัยหลำยๆ กลุ่มดังได้กล่ำวไปข้ำงต้น
แล้ว จะเห็นว่ำกำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักมีผลต่อกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์อย่ำงมำก ซึ่ง
สภำวะที่เหมำะสมของกำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมัก เพื่อผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์โดยใช้แบคทีเรีย
ในกลุ่ม Clostridium sp. นั นจะแตกต่ำงกันออกไป ขึ นอยู่กับสำยพันธุ์และข้อมูลทำงพันธุกรรม 
(Nucleic acid data) ของแบคทีเรียด้วย (Bahl et al., 1982) 
ส ำหรับกำรผลิตแอซิโตน พบว่ำมีกำรผลิตสูงสุดเมื่อควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักที่ให้คงที่ที ่
pH 5.25 ดังแสดงในตำรำงที่ 4.3 ซึ่งสอดคล้องกับกำรศึกษำของ Madihah et al. (2008) ซึ่งได้อธิบำย
ไว้ว่ำแอซิโตนที่ถูกผลิตจำกแป้งสำคู (Sago starch) โดยแบคทีเรีย Cl. saccharobutylicum P262 จะสูง
ที่สุดเมื่อควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักให้คงที่ที่ pH 5.25 โดยกำรควบคุมค่ำ pH ดังกล่ำวส่งผลให้
เอนไซม์ Thiolase มีควำมสำมำรถในกำรท ำกิจกรรม (Specific activity) สูงที่สุด ซึ่งเอนไซม์ Thiolase 
มีควำมส ำคัญต่อกำรผลิตแอซิโตนอย่ำงมำก (Madihah et al., 2008) 
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 เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภำพของกำรหมักระหว่ำง ชุดกำรทดลองที่ควบคุมค่ำ pH ของน  ำ
หมักและกำรทดลองที่ไม่มีกำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมัก พบว่ำกำรทดลองที่มีกำรควบคุมค่ำ pH ให้
ปริมำณตัวท ำละลำยอินทรีย์ทั งหมด (Total solvents) 20.08 g/L ซึ่งสูงกว่ำกำรทดลองที่ไม่มีกำร
ควบคุม pH (15.30 g/L) ประมำณ 1.5 เท่ำ (ตำรำงที่ 4.3) ซึ่งปริมำณตัวท ำละลำยบิวทำนอล แอซิโตน 
และเอทำนอล ที่ผลิตได้ในสภำวะที่เหมำะสมดังกล่ำว คือ 14.43, 4.91 และ 0.74 g/L ตำมล ำดับ ทั งนี 
ปริมำณของ  บิวทำนอลที่สูงกว่ำตัวท ำละลำยอินทรีย์ชนิดอ่ืนจำกกำรควบคุมค่ำ pH ที่ 5.5 นั น เชื่อว่ำ
มีควำมสัมพันธ์กับลักษณะทำงกำยภำพของเอนไซม์ Acetoacetate decarboxylase และ Butanol 
dehydrogenase ซึ่งมีควำมสำมำรถในกำรท ำกิจกรรม (Activity) สูงที่สุดเมื่อควบคุมค่ำ pH ที่ 5.5 ก็
เป็นได้ ซึ่งจำกรำยงำนของ Madihah et al. (2008) ได้กลำ่วไว้ว่ำเอนไซม์ Acetoacetate decarboxylase 
มีควำมเกี่ยวข้อง และเป็นเอนไซม์ที่ควบคุมกำรเปลี่ยนของกำรสร้ำงกรดอินทรีย์ไปเป็นตัวท ำละลำย
อินทรีย์ในแบคทีเรีย Cl. saccharobutylicum P262 ส่วนเอนไซม์ Butanol dehydrogenase ท ำหน้ำที่
ควบคุมกำรผลิตบิวทำนอลให้เกิดอย่ำงต่อเนื่อง เป็นต้น 
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ภำพท่ี 4.3 วิถีกำรหมักของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ที่ใช้น  ำตำลกลูโคส 50 g/L เป็นแหล่งคำร์บอนหลักในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ 
สัญลักษณ์; (----) glucose, (■) acetone, (▲) butanol, (♦) ethanol, (●) dry cell weight, (□) butyric acid, (○) acetic acid. 
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ตำรำงท่ี 4.3 ประสิทธิภำพของกำรหมักโดยใช้น  ำตำลกลูโคส 50 g/L ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ภำยใต้สภำวะที่มีกำรควบคุมค่ำ pH ที่  แตกต่ำง
กันในระยะกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ (Solventogenic phase) 
 
ควำมเข้มข้นสุดท้ำยของกรดอินทรีย์ น  ำตำล และแป้ง จะค ำนวณ ณ จุดที่มีกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ทั งหมดสูงสุด ส่วนค่ำผลผลิตที่ได้ (Yield) จะ
ค ำนวณตำมปริมำณน  ำตำลกลูโคสในอำหำร โดยสมมุติให้ แป้ง 1 g สำมำรถเปลี่ยนเป็นน  ำตำลได้ 1.1 g และน  ำตำลมอลโตส 1 g สำมำรถเปลี่ยนเป็นน  ำตำลกลูโคส
ได้ 1.053 g (Liew et al., 2006) *Fermentation time คือ เวลำที่ใช้กำรหมักที่ท ำให้เกิดกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์สูงสุด ตัวเลข ± คือค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนที่ค ำนวณ
จำกกำรทดลอง 3 ซ  ำ 
Kinetic parameters 
pH 
 Uncontrolled pH 4.50 5.00 5.25 5.50 6.00 6.50 
Initial glucose concentration (g/L) 50.20±0.38 51.30±0.45 50.04±0.22 49.96±0.07 50.07±0.33 51.03±0.47 49.86±0.22 
Glucose utilized (g/L) 47.98±0.44 40.68±0.28 45.68±0.46 48.97±0.56 48.75±0.17 41.22±0.33 41.38±0.27 
Max. dry cell weight (g/L) 1.61±0.12 1.59±0.07 2.31±0.20 2.53±0.09 3.27±0.12 3.01±0.07 3.36±0.14 
Maximum  butyric acid  concentration (g/L) 2.72±0.24 2.98±0.26 3.26±0.40 3.69±0.56 3.38±0.67 3.48±0.28 4.63±0.35 
Maximum acetic acid concentration (g/L) 2.50±0.17 1.81±0.24 3.23±0.09 3.24±0.34 3.12±0.08 3.43±0.34 3.54±0.22 
Total organic acids  concentration (g/L) 5.22±0.24 4.79±0.26 5.54±0.28 6.22±0.28 6.50±0.37 6.44±0.28 8.17±0.19 
Maximum butanol  concentration (g/L) 11.37±0.26 6.22±0.17 10.72±0.13 12.53±0.40 14.43±0.44 10.48±0.56 5.34±0.33 
Maximum acetone  concentration (g/L) 3.59±0.02 2.71±0.02 3.54±0.05 6.78±0.11 4.91±0.09 3.68±0.07 2.49±0.15 
Maximum ethanol  concentration (g/L) 0.34±0.02 0.37±0.01 0.47±0.02 0.53±0.02 0.74±0.02 0.37±0.10 0.25±0.07 
Total solvents  concentration (g/L) 15.30±0.22 9.30±0.18 14.73±0.04 19.84±0.11 20.08±0.22 14.53±0.17 8.08±0.24 
Fermentation time (h)* 60 72 60 60 60 84 84 
pH 4.5 
pH 5.5 
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จำกภำพที่ 4.4 แสดงกำรเปรียบเทียบระหว่ำงค่ำผลผลิตที่ได้ (Yield) และค่ำอัตรำกำรผลิตตัว
ท ำละลำยอินทรีย์ทั งหมด (Productivity) ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ที่มีกำร
ควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักแตกต่ำงกัน พบว่ำเมื่อควบคุมค่ำ pH ที่ 5.5 ท ำให้แบคทีเรีย Cl. 
acetobutylicum TISTR 1462 มีค่ำอัตรำกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ทั งหมด (Productivity) สูงกว่ำ
กำรทดลองที่ไม่มีกำรควบคุมค่ำ pH ในระหว่ำงกำรหมักถึง 21.21% (0.33 กับ0.26 g/L/h) และให้ค่ำ
ผลผลิตที่ได้ (Yield) สูงกว่ำกำรทดลองที่ไม่มีกำรควบคุมค่ำ pH ในระหว่ำงกำรหมักถึง 28% (0.41 
กับ 0.37 g/L/h) ทั งนี เมื่อพิจำรณำกำรควบคุมค่ำ pH ที่ 5.5 และ 5.25 พบว่ำ แบคทีเรีย Cl. 
acetobutylicum TISTR 1462 มีค่ำอัตรำกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ทั งหมด และให้ค่ำผลผลิตที่ได้ 
ไม่แตกต่ำงกันมำกนัก โดยค่ำอัตรำกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ทั งหมดจะอยู่ช่วง 0.4 g/L/h ส่วนค่ำ
ค่ำผลผลิตที่ได้อยู่ในช่วง 40% เมื่อพิจำรณำทำงเศรษฐศำสตร์ ซึ่งกำรควบคุมค่ำ pH ที่ต่ ำกว่ำต้องใช้
ปริมำณเบส (3M KOH) เพื่อปรับรักษำค่ำ pH ให้คงที่มำกกว่ำ ซึ่งมีค่ำใช้จ่ำยที่สงูกว่ำ ฉะนั นใน
กำรศึกษำนี จึงสรุปว่ำ กำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักที่ pH 5.5 เหมำะสมที่สุด จำกผลกำรศึกษำนี 
ชี ให้เห็นว่ำกลยุทธ์ในกำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักในระยะของกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย ์
(Solventogenic phase) มีควำมส ำคัญอย่ำงมำก ในกำรพัฒนำและปรับปรุงประสิทธิภำพกำรผลิตตัว
ท ำละลำยอินทรีย์ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4.4 กำรเปรียบเทียบระหว่ำงค่ำผลผลิตที่ได้ (Yield) และค่ำอัตรำกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์
ทั งหมด (Productivity) ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ที่มีกำรควบคุมค่ำ 
pH ของน  ำหมักแตกต่ำงกันในกระบวนกำรหมักแบบกะ 
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4.4 อิทธิพลของควำมเข้มข้นของแป้งมันส ำปะหลังต่อกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ 
 เพื่อศึกษำคุณลักษณะของกำรหมัก (Fermentation characteristic) ของแป้งมันส ำปะหลังใน
กำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ด้วยแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 และจะใช้น  ำตำลกลูโคส 
เป็นแหล่งอำหำรในตัวอย่ำงทดลองควบคุม (Control experiment) เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภำพใน
กำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ ซึ่งผลผลิตที่เกิดขึ นจำกกระบวนกำรหมัก (Fermentation products) ชีว
มวล (Biomass) และกำรเปลี่ยนแปลงของค่ำ pH ในระหว่ำงกำรหมักโดยใช้แป้งมันส ำปะหลังของ
แบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 แสดงในภำพที่ 4.5 จะเห็นว่ำรูปแบบวิถีกำรหมักโดยใช้
แป้งมันส ำปะหลังของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 มีลักษณะคล้ำยกันกับรูปแบบวิถี
กำรหมักโดยใช้น  ำตำลกลูโคสดังแสดงในภำพที่ 4.1 และ 4.2 ซึ่งในระยะแรกของกำรเจริญของ
แบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ซึ่งมีควำมสำมำรถในกำรสร้ำงเอนไซม์ที่มีคุณสมบัติใน
กำรย่อยแป้ง (Amyloytic enzyme) อำทิเช่น เอนไซม์ α-amylase glucoamylase และ pullulanase จะ
ผลิตเอนไซม์ในกลุ่มดังกล่ำวออกมำ เพื่อย่อยหรือเปลี่ยนแป้งมันส ำปะหลังให้กลำยเป็นน  ำตำลมอล
โตสและน  ำตำลกลูโคสก่อน ทั งนี ประสิทธิภำพและกระบวนกำรย่อยแป้งให้กลำยเป็นน  ำตำล ด้วย
เอนไซม์ที่ผลิตออกมำในระหว่ำงกระบวนกำรหมักโดยแบคทีเรียนั น จะมีควำมแตกต่ำงกันออกไป
ขึ นอยู่กับชนิดและสำยพันธุ์ของแบคทีเรีย ตลอดจนควำมสำมำรถในกำรท ำกิจกรรมของเอนไซม์ 
(Enzyme activity) ที่แบคทีเรียผลิตขึ นด้วย ซึ่งควำมรู้เกี่ยวกับคุณสมบัติของแบคทีเรียที่มี
ควำมสำมำรถในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ (Solvent-producing strain) และสำมำรถผลิตเอนไซม์ที่
สำมำรถย่อยวัตถุดิบประเภทแป้งได้เองนั น ถือว่ำมีควำมส ำคัญอย่ำงยิ่งในกำรปรับปรุงและพัฒนำ
กระบวนผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ต่อไป (Madihah et al., 2008)                    
 จำกภำพที่ 4.5 จะเห็นว่ำรูปแบบกระบวนกำรหมักของแป้งมันส ำปะหลังที่ยังไม่ผ่ำนกำรย่อย 
(Gelatinized cassava starch) ก่อนกระบวนกำรหมักนั น สำมำรถแบ่งได้เป็น  2 ระยะ ได้แก่ 1) ระยะที่
มีกำรผลิตกรดอินทีย์ (กรดบิวทิริกและกรดอะซิติก) ควบคู่กับกำรผลิตชีวมวล (Cell biomass) ซึ่งจะ
เกิดขึ นในช่วง 24 ชั่วโมงแรกของกำรเจริญของแบคทีเรีย ผลจำกกำรผลิตกรดอินทรีย์ ท ำให้ค่ำ pH 
ของน  ำหมักลดลงจำก pH เร่ิมต้น 6.0 เป็น pH 4.75 และในระยะนี จะพบกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์
เพียงเล็กน้อยเท่ำนั น ต่อมำระยะที่ 2 เมื่อกำรเจริญของแบคทีเรียเร่ิมเข้ำสู่ระยะ Stationary phase 
(หลังจำก 36 ชั่วโมง) ซึ่งในระยะนี แบคทีเรียจะมีกลไกในกำรเปลี่ยนกรดอินทรีย์ที่ผลิตขึ นใน
ระยะแรกให้เป็นตัวท ำละลำยอินทรีย์ (บิวทำนอล แอซิโตน และเอทำนอล) ซึ่งส่งผลให้ค่ำ pH ของน  ำ
หมักเพิ่มสูงขึ นเล็กน้อย 
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ภำพท่ี   4.5 วิถีกำรหมักของแป้งมันส ำปะหลัง (Gelatinized cassava starch) ควำมเข้มข้น 60 g/L ที่ยัง
ไม่ได้ผ่ำนกำรย่อยด้วยแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 สัญลักษณ์: (----) 
glucose, (--■--) maltose, (—) pH, (■) acetone, (▲) butanol, (♦) ethanol, (●) dry cell 
weight, (□) butyric acid, (○) acetic acid, (◊) total solvents, (∆) total organic acids, (+) 
starch. 
 
เพื่อศึกษำอิทธิพลของควำมเข้มข้นของแป้งมันส ำปะหลัง ต่อกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ 
(แอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล) ด้วยแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ในกำรศึกษำนี 
ได้ใช้แป้งมันส ำปะหลังที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ ตั งแต่ 20-80 g/L เป็นแหล่งอำหำร จำกกำรทดลองเมื่อให้
ควำมร้อนแก่แป้งมันส ำปะหลังจนกระทั่งแป้งเกิดกำรพองตัวและสุก (Gelatinization) พบว่ำแป้งมัน
ส ำปะหลังจะแสดงพฤติกรรมแบบ Pseudoplastic behavior และควำมหนืด (Viscosity) ของแป้งจะ
เพิ่มขึ นตำมกำรเพิ่มขึ นของควำมเข้มข้นที่ใช้ด้วย (ข้อมูลไม่ได้แสดง) ทั งนี ได้ลองทดสอบใช้แป้งมัน
ส ำปะหลังในกำรหมักที่ 90 g/L ด้วยเช่นกัน แต่เนื่องจำกที่ควำมเข้มข้นดังกล่ำว แป้งมันส ำปะหลัง
แสดงพฤติกรรมแบบ Pseudoplastic behavior และมีควำมหนืดสูงมำก ซึ่งท ำให้กำรเตรียมตัวอย่ำงที่
จะทดสอบค่อนข้ำงยุ่งยำก ในกำรวิจัยนี จึงได้เลือกท ำกำรศึกษำเฉพำะช่วงควำมเข้มข้นจำก 20-80 g/L 
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ประสิทธิภำพในกำรหมักตัวท ำละลำยอินทรีย์ด้วยแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 
1462 จำกแป้งมันส ำปะหลังควำมเข้มข้นต่ำงๆ ได้สรุปไว้ในตำรำงที่ 4.4 พบว่ำเมื่อใช้แป้งมัน
ส ำปะหลังควำมเข้มข้น 60 g/L ท ำให้สำมำรถผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ทั งหมด (Total solvents) ได้สูง
ที่สุดถึง 14.33 g/L รองลงมำคือกำรใช้แป้งมันส ำปะหลังที่ควำมเข้มข้น 50 g/L และ 70 g/L ซึ่งผลิตตัว
ท ำละลำยอินทรีย์ทั งหมดได้เท่ำกับ 13.14 และ 11.92 g/L ตำมล ำดับ นอกจำกนี ยังพบว่ำน  ำหนักเซลล์
แห้งสูงสุด (Maximum dry cell weight) จะเพิ่มขึ นในตัวอย่ำงที่ใช้แป้งมันส ำปะหลังจำกควำมเข้มข้น 
20 g/L จนถึง 40 g/L ส่วนกำรใช้แป้งมันส ำปะหลังควำมเข้มข้นตั งแต่ 40 g/L ขึ นไปจนถึง 80 g/L 
พบว่ำค่ำน  ำหนักเซลล์แห้งสูงสุดไม่แตกต่ำงกันมำกนัก เมื่อพิจำรณำกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ 
พบว่ำตัวท ำละลำยอินทรีย์จะถูกผลิตเพิ่มสูงขึ นเร่ือยๆ จำกกำรใช้แป้งมันส ำปะหลังตั งแต่ 20 g/L 
จนถึง 60 g/L แล้วจะค่อยๆ ลดลงเมื่อใช้แป้งมันส ำปะหลังควำมเข้มข้นมำกกว่ำ 60 g/L ซึ่งเมื่อเพิ่ม
ควำมเข้มข้นของแป้งมันส ำปะหลังจำก 40 g/L เป็น 80 g/L พบว่ำ ปริมำณน  ำตำลกลูโคสที่เหลืออยู่ใน
น  ำหมักจะเพิ่มขึ นจำก 0 เป็น 10.41 g/L และน  ำตำลมอลโตสจะเพิ่มขึ นจำก 0.13 เป็น 2.83 g/L ตำม
กำรเพิ่มขึ นของควำมเข้มข้นของแป้งมันส ำปะหลังด้วย เมื่อพิจำรณำปริมำณแป้งที่เหลือยู่ (Residue 
starch concentration) ที่ควำมเข้มข้นเดียวกัน (40-80 g/L) พบว่ำปริมำณแป้งที่เหลือยู่มีแนวโน้ม
เพิ่มขึ นจำก 3.04 เป็น 12.78 g/L ตำมล ำดับ จำกข้อมูลดังกล่ำวแสดงให้เห็นว่ำปริมำณแป้งที่ถูกใช้ไป
ในระหว่ำงกำรหมักลดลงจำก 89.87% เป็น 68.8% ผลกำรทดลองนี สอดคล้องกันกับผลกำรทดลอง
ของ Madihah et al. (2000) และ Madihah et al. (2001b) ซึ่งใช้แป้งสำคู (Sago starch) เป็นวัตถุดิบ
หลักในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ด้วยแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum P262 โดยกลุ่มนักวิจัยดังกล่ำว
ได้สรุปว่ำ เมื่อใช้ตัวอย่ำงแป้งที่ควำมเข้มข้นเร่ิมต้นสูงๆ ในกำรหมัก จะส่งผลให้ประสิทธิภำพในกำร
ผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ลดลง ซึ่งเป็นเพรำะควำมหนืดที่เพิ่มสูงขึ นตำมปริมำณควำมเข้มข้นของแป้ง
ที่เพิ่มขึ นนั น อำจจะมีผลต่อกำรถ่ำยเทมวล (Mass transfer) ในกระบวนกำรย่อย (Enzymatic 
hydrolysis) ตลอดจนยับยั งท ำงำนของเอนไซม์ รวมถึงปฏิกิริยำเคมีต่ำงๆ ที่จ ำเป็นต่อกำรเจริญและ
กำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ก็เป็นได้  
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ตำรำงท่ี 4.4 ประสิทธิภำพกำรหมักโดยใช้แป้งมันส ำปะหลังควำมเข้มข้นต่ำงๆ ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 
ควำมเข้มข้นสุดท้ำยของกรดอินทรีย์ น  ำตำล และแป้ง ค ำนวณ ณ จุดที่มีกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ทั งหมดสูงสุด ส่วนค่ำผลผลิตที่ได้ (Yield) จะค ำนวณ
ตำมปริมำณน  ำตำลกลูโคสในอำหำร โดยก ำหนดให้ แป้ง 1 g สำมำรถเปลี่ยนเป็นน  ำตำลได้ 1.1 g และน  ำตำลมอลโตส 1 g สำมำรถเปลี่ยนเป็นน  ำตำลกลูโคสได ้
1.053 g (Liew et al., 2006) *Fermentation time คือ เวลำที่ใช้กำรหมักที่ท ำให้เกิดกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์สูงสุด ตัวเลข ± คือค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนที่ค ำนวณจำก
กำรทดลอง 3 ซ  ำ  
Kinetic parameters 
Cassava starch concentrations (g/L) 
20 30 40 50 60 70 80 
Final glucose  concentration (g/L) 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.23±0.11 1.65±0.21 6.86±0.11 10.41±0.06 
Final maltose  concentration (g/L) 0.00±0.00 0.00±0.00 0.13±0.24 0.51±0.37 1.07±0.07 2.12±0.35 2.83±0.22 
Final starch  concentration (g/L) 2.02±0.20 3.04±0.38 3.42±0.35 3.03±0.45 5.35±0.12 10.05±0.46 12.78±0.18 
Utilized starch (%) 94.90±0.17 89.87±0.22 91.13±0.12 92.54±0.08 86.88±0.08 73.83±0.11 68.82±0.06 
Maximum dry cell weight (g/L) 1.09±0.02 1.85±0.12 2.29±0.20 2.20±0.02 2.18±0.06 2.29±0.12 2.34±0.04 
Maximum acetic acid concentration (g/L) 2.13±0.24 1.17±0.36 1.45±0.19 2.23±0.13 2.06±0.32 1.56±0.45 1.47±0.53 
Maximum butyric acid  concentration (g/L) 3.47±0.42 2.38±0.38 2.22±0.44 2.52±0.35 2.56±0.20 2.32±0.08 1.87±0.11 
Total organic acids  concentration (g/L) 5.60±0.12 3.55±0.16 3.67±0.25 4.75±0.18 4.62±0.16 3.88±0.13 3.34±0.18 
Maximum acetone  concentration (g/L) 0.79±0.22 2.45±0.25 1.86±0.16 2.81±0.20 3.06±0.25 3.37±0.11 2.72±0.23 
Maximum ethanol  concentration (g/L) 0.18±0.04 0.22±0.01 0.32±0.04 0.32±0.06 0.34±0.02 0.37±0.01 0.30±0.06 
Maximum butanol  concentration (g/L) 2.23±0.34 6.88±0.46 9.24±0.26 10.01±0.18 10.93±0.22 8.18±0.45 8.64±0.38 
Total solvents  concentration (g/L) 3.20±0.12 9.55±0.23 11.42±0.11 13.14±0.08 14.33±0.09 11.92±0.21 11.66±0.11 
Fermentation time (h)* 72 60 48 48 48 60 72 
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ส ำหรับกำรหมักโดยใช้ตัวอย่ำงแป้งมันส ำปะหลังควำมเข้มข้น 30 g/L พบว่ำมีแป้งที่ยังคงไม่
ถูกใช้ไปและเหลืออยู่ประมำณ 3.04 g/L แสดงว่ำแป้งมันส ำปะหลังจะถูกใช้ไปในระหว่ำง
กระบวนกำรหมักเท่ำกับ 89.87% หรือประมำณ 26.96 g/L (ตำรำงที่ 4.4) ซึ่งเมื่อสิ นสุดกระบวนกำร
หมักโดยใช้แป้งมันส ำปะหลังที่ควำมเข้มข้นดังกล่ำว พบว่ำไม่มีน  ำตำลกลูโคสและน  ำตำลมอลโตส 
เหลืออยู่เลย  ซึ่งแสดงให้เห็นว่ำ กำรใช้แป้งมันส ำปะหลังที่ควำมเข้มข้น 30 g/L ในกำรหมักเพื่อผลิต
ตัวท ำละลำยอินทรีย์นั น แบคทีเรียมีควำมสำมำรถในกำรเปลี่ยนแป้งให้เป็นน  ำตำล (น  ำตำลกลูโคส
และน  ำตำลมอลโตส) ช้ำกว่ำกำรใช้น  ำตำลในกระบวนกำรหมักเพื่อกำรเจริญและสร้ำงตัวท ำละลำย
อินทรีย์ จึงไม่พบปริมำณน  ำตำลหลงเหลืออยู่เมื่อสิ นสุดกระบวนกำรหมัก จำกข้อมูลดังได้กล่ำวไป
ข้ำงต้นอำจจะอนุมำนได้ว่ำ กำรใช้แป้งมันส ำปะหลังในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ด้วยแบคทีเรีย 
Cl. acetobutylicum TISTR 1462  ที่ควำมเข้มข้นต่ ำกว่ำ 30 g/L ประสิทธิภำพกำรผลิตตัวท ำละลำย
อินทรีย์จะลดลง เน่ืองจำกปริมำณแหล่งอำหำรเร่ิมต้นไม่เพียงพอ (Deficient in substrate) ต่อกำร
เจริญและกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ของแบคทีเรีย  
จำกภำพที่ 4.6 แสดงกำรเปรียบเทียบระหว่ำงค่ำผลผลิตที่ได้ (Yield) และค่ำอัตรำกำรผลิตตัว
ท ำละลำยอินทรีย์ทั งหมด (Productivity) ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ที่ใช้แป้งมัน
ส ำปะหลังควำมเข้มข้นต่ำงๆ เป็นแหล่งอำหำรหลัก ซึ่งพบว่ำค่ำผลผลิตที่ได้ (Yield) จะลดลงจำก 0.32 
เป็น 0.19 g/g เมือ่เพิ่มควำมเข้มข้นของตัวอย่ำงแป้งมันส ำปะหลังจำก 30 g/L เป็น 80 g/L นอกจำกนี 
ค่ำอัตรำกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ทั งหมด (Productivity) ก็ลดลงจำก 0.28 เป็น 0.16 g/L/h เมือ่เพิ่ม
ควำมเข้มข้นของตัวอย่ำงแป้งมันส ำปะหลังจำก 60 g/L เป็น 80 g/L จำกข้อมูลดังกล่ำวแสดงให้เห็นว่ำ 
กำรใช้แป้งมันส ำปะหลังในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ที่ควำมเข้มข้นสูงๆ นั น อำจจะส่งผลต่ออัตรำ
กำรถ่ำยเทมวล (Mass transfer rate) ซึ่งเกี่ยวข้องกับกำรท ำให้เกิดควำมหนืดของน  ำหมัก กล่ำวคือเมื่อ
ควำมหนืดของน  ำหมักเพิ่มสูงขึ นจะไปลดควำมสำมำรถในกำรแพร่ (Diffusion) ของสำรที่แบคทีเรีย
สร้ำงขึ นในระหว่ำงกำรหมักได้ Thang et al. (2010) ได้อธิบำยไว้ว่ำ ควำมสำมำรถในกำรท ำงำนของ
เอนไซม์ที่มีคุณสมบัติในกำรย่อยวัตถุดิบประเภทแป้ง (Amylolytic enzyme) ให้กลำยเป็นน  ำตำลที่
แบคทีเรียสำมำรถน ำไปใช้ประโยชน์ได้ (Fermentable sugars) ของแบคทีเรียระหว่ำงที่มีกำรเจริญ
เต็มที่ (Active growth) จะลดลงเมื่อควำมเข้มข้นของแป้งที่ใช้ในกระบวนกำรหมักเพิ่มมำกขึ น 
เน่ืองจำกปริมำณแป้งที่เพิ่มขึ นส่งผลให้ควำมหนืดของน  ำหมักเพิ่มสูงขึ นด้วย ซึ่งควำมหนืดที่เพิ่มขึ น
ดังกล่ำวจะส่งผลให้กำรผลิตตัวท ำละลำยลดลงด้วย 
เมื่อพิจำรณำปริมำณบิวทำนอลที่ถูกผลิตขึ นในระหว่ำงกระบวนกำรหมัก โดยใช้แป้งมัน
ส ำปะหลังที่ควำมเข้มข้นค่ำต่ำงๆ ดังแสดงในตำรำงที่ 4.3 พบว่ำ ปริมำณบิวทำนอลสูงสุดที่ผลิตได้
จำกทุกควำมเข้มข้นของแป้งมันส ำปะหลังจะไม่มำกกว่ำ 16 g/L ซึ่งสอดคล้องกับกำรศึกษำของ Roos 
et al. (1985) ที่รำยงำนไว้ว่ำบิวทำนอลควำมเข้มข้น 13 ถึง 16 g/L สำมำรถยับยั งกำรเจริญของ
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แบคทีเรีย Clostridium sp. ได้อย่ำงสมบรูณ์ ขณะที่กำรเจริญของแบคทีเรีย Clostridium sp. จะลดลง
ถึง 50% เมื่อมีกำรเติมบิวทำนอลลงในอำหำรเลี ยงเชื อในช่วง 7-12 g/L ส่วนควำมเข้มข้นของกรด
บิวทิริก ซึ่งมีส่วนส ำคัญในกำรเป็นสำรตั งต้นในกำรผลิตบิวทำนอลนั น (Monot et al., 1983) พบว่ำ
ลดลงเมื่อเพิ่มควำมเข้มข้นของแป้งมันส ำปะหลังจำก 40 g/L เป็น 50 g/L โดยลดลงจำก 2.52 เป็น 
2.22 g/L  อย่ำงไรก็ตำม ในกำรศึกษำครั งนี พบว่ำกำรผลิตตัวท ำละลำยไม่ได้มีควำมสัมพันธ์กันกับ
ปริมำณกรดอินทรีย์ทั งหมด (Total organic acids) ที่ถูกผลิตขึ นในระหว่ำงกระบวนกำรหมัก ดังจะ
เห็นได้จำกมีกำรสะสมของกรดอินทรีย์ทั งหมด เท่ำกับ 4.75 g/L ในตัวอย่ำงแป้งมันส ำปะหลังควำม
เข้มข้น 50 g/L ซึ่งสูงกว่ำปริมำณกรดอินทรีย์ทั งหมด (4.62 g/L) ของตัวอย่ำงแป้งมันส ำปะหลังที่
ควำมเข้มข้น 60 g/L และเมื่อเปรียบเทียบปริมำณตัวท ำละลำยทั งหมดที่ถูกผลิตขึ นจำกกำรใช้แป้งมัน
ส ำปะหลังควำมเข้มข้น 50 และ 60 g/L พบว่ำกำรใช้แป้งมันส ำปะหลังควำมเข้มข้น 50 g/L ซึ่งมีกำร
สะสมของกรดอินทรีย์สูงกว่ำนั น มีกำรผลิตตัวท ำละลำย เพียง 13.14 g/L ซึ่งน้อยกว่ำตัวอย่ำงที่ใช้แป้ง
มันส ำปะหลังควำมเข้มข้น 60 g/L ที่ผลิตตัวท ำละลำยได้ 14.33 g/L ผลกำรทดลองดังกล่ำวสอดคล้อง
กับผลกำรทดลองของ Madihah et al. (2001) ที่พบว่ำ กำรสะสมของกรดอินทรีย์ (กรดบิวทิริก และ
กรดอะซิติก) ในปริมำณมำกระหว่ำงกระบวนกำรหมักนั น ไม่ได้มีส่วนกระตุ้นให้มีกำรผลิตตัวท ำ
ละลำยได้มำกขึ น แต่กำรที่จะผลิตตัวท ำละลำยให้ได้ปริมำณมำกนั น เชื่อว่ำปริมำณของกรดบิวทิริก
ในรูปที่ไม่แตกตัว (Undissociated butyric acid) ต้องมีกำรสะสมในระดับเพียงพอที่กระตุ้นให้เกิดกำร
ผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ (Onset of solvent production) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4.6 กำรเปรียบเทียบระหว่ำงค่ำผลผลิตที่ได้ (Yield) และค่ำอัตรำกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์
ทั งหมด (Productivity) ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ที่ใช้แป้งมัน
ส ำปะหลังควำมเข้มข้นต่ำงๆ เป็นแหล่งอำหำรหลักในกระบวนกำรหมักแบบกะ 
 
4.5 อิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่ำงกัน ต่อกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ 
ในกำรศึกษำนี ได้ศึกษำอิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนที่แตกต่ำงกัน ระหว่ำงสำรสกัดจำกยีสต์
ทำงกำรค้ำ (Commercial yeast extract) และสำรสกัดยีสตท์ี่เหลือใช้จำกโรงงำนอุตสำหกรรมกำรผลิต
เบียร์ (Spent brewer’s yeast extract) ต่อประสิทธิภำพกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ (แอซิโตน             
บิวทำนอล และเอทำนอล) ด้วยแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 โดยใช้ควำมเข้มข้นเร่ิมต้น
ของแป้งมันส ำปะหลัง 60 g/L และควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักที่ pH 5.5 ซึ่งสภำวะดังกล่ำวเป็นสภำวะ
ที่มีกำรสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์สูงที่สุดที่ได้จำกกำรทดลองก่อนหน้ำนี เพื่อเปรียบเทียบ
ประสิทธิภำพของกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ด้วยสำรสกัดจำกยีสต์ประเภทต่ำงๆ ในกำรทดลองนี 
จึงควบคุมควำมเข้มข้นของสำรสกัดจำกยีสต์ให้เท่ำกันที่ 5 g/L ส่วนตัวอย่ำงควบคุม (Control 
experiment) จะไม่มีกำรเติมสำรสกัดจำกยีสต์ ดังแสดงในภำพที่ 4.7 พบว่ำ กำรใช้สำรสกัดจำกยีสต์
ทำงกำรค้ำสำมำรถผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้ 20.86 g/L ซึ่งมำกกว่ำกำรใช้สำรสกดัยีสต์ที่เหลือใช้
จำกโรงงำนอุตสำหกรรมกำรผลิตเบียร์ที่ผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้ 18.46  g/L นอกจำกนี ยังพบว่ำ 
กำรใช้สำรสกัดจำกยีสต์ทำงกำรค้ำ และสำรสกัดยีสต์ที่เหลือใช้จำกโรงงำนอุตสำหกรรมกำรผลิต
เบียร์ เป็นแหล่งไนโตรเจนนั น มีผลต่อกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์อย่ำงมำก เมื่อเทียบกับกำรทดลอง
ที่ไม่มีกำรใช้สำรสกัดจำกยีสต์เลยที่ผลิตตัวท ำละลำยได้เพียง 9.55 g/L ยิ่งไปกว่ำนั นปริมำณน  ำหนัก
เซลล์แห้งที่สูงที่สุดของตัวอย่ำงควบคุม ซึ่งไม่มีกำรเติมสำรสกัดจำกยีสต์นั น มีค่ำน้อยกว่ำกำรทดลอง
ที่ใช้สำรสกัดจำกยีสต์ทำงกำรค้ำ และสำรสกัดยีสต์ที่เหลือใช้จำกโรงงำนอุตสำหกรรมกำรผลิตเบียร์
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เป็นแหล่งไนโตรเจนถึง 2 เท่ำ ซึ่งเป็นที่รู้กันดีว่ำแหล่งไนโตรเจนที่ได้จำกสำรอินทรีย์ (Organic 
nitrogen source) เช่น สำรสัดจำกยีสต์  จะเป็นแหล่งของกรดอะมิโนหลำยชนิด วิตำมิน และแร่ธำตุที่
จะกระตุ้นและส่งเสริมกำรเจริญของจุลลินทรีย์ชนิดต่ำงๆ (Madihah et al., 2001) Saksinchai et al. 
(2001) รำยงำนว่ำ สำรสกัดจำกยีสต์เหลือใช้จำกโรงงำนอุตสำหกรรมกำรผลิตเบียร์ สำมำรถใช้เป็น
แหล่งไนโตรเจนอย่ำงง่ำย ส ำหรับกำรเจริญและกำรสร้ำงสปอร์ของแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis 
subsp. kurstaki จำกผลกำรศึกษำในครั งนี แสดงให้เห็นว่ำกำรใช้สำรสกัดจำกยีสต์เหลือใช้จำกโรงงำน
อุตสำหกรรมกำรผลิตเบียร์ สำมำรถช่วยลดค่ำใช้จ่ำยในกำรใช้สำรสกัดจำกยีสต์ทำงกำรค้ำซึ่งมีรำคำ
แพงในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้ ดังนั นกำรศึกษำนี จึงสรุปได้ว่ำ แป้งมันส ำปะหลัง เสริมด้วย
สำรสกัดจำกยีสต์เหลือใช้จำกโรงงำนอุตสำหกรรมกำรผลิตเบียร์ เป็นวัตถุดิบที่มีประสิทธิภำพอย่ำง
ยิ่ง ที่จะใช้ในกระบวนกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ (บิวทำนอล แอซิโตน และเอทำนอล) เชิงกำรค้ำที่
ยั่งยืนต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4.7 กำรเปรียบเทียบแหล่งไนโตรเจนที่แตกต่ำงกัน ต่อกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ใน
กระบวนกำรหมักแบบกะของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ที่
ควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักที่ pH 5.5 (สัญลักษณ์: BYE, Spent brewer’s yeast 
extract; CYE, Commercial yeast extract and Control, without yeast extract) 
 
4.6 อิทธิพลของวัตถุดิบจำกมันส ำปะหลังประเภทต่ำงๆ ต่อกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ 
 เพื่อศึกษำควำมสำมำรถของวัตถุดิบจำกมันส ำปะหลังประเภทต่ำงๆ ในกระบวนกำรหมัก ต่อ
กำรผลิตตัวท ำละลำยเอบีอี (แอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล) ด้วยแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum 
TISTR 1462 ในกำรศึกษำนี ได้ใช้วัตถุดิบจำกมันส ำปะหลังประเภทต่ำงๆ ได้แก่ แป้งมัน มันเส้น กำก
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มัน ตลอดจนมันส ำปะหลังที่ผ่ำนกำรย่อยทั งเอนไซม์ หรือกรด ที่ควำมเข้มข้นประมำณ 70 g/L ทั งนี 
ในกรณีที่ใช้อำหำรที่มีแป้งอยู่ 60 g/L จะก ำหนดให้ในตัวอย่ำงมีปริมำณน  ำตำลกลูโคสเท่ำกับ 66 g/L 
เน่ืองจำกแป้ง 1 g ถ้ำถูกเปลี่ยนเป็นน  ำตำลกลูโคสโดยสมบูรณ์จะได้น  ำตำลกลูโคส 1.1 g ในกำร
ทดลองนี ก็ได้ประยุกต์ใช้กำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักในระยะกำรสร้ำงตัวท ำละลำยที่ pH 5.5 ด้วย 
และใช้น  ำตำลกลูโคสเป็นแหล่งอำหำรในชุดกำรทดลองควบคุม ซึ่งผลของกำรใช้วัตถุดิบแป้งมัน
ส ำปะหลังประเภทต่ำงๆ รวมทั งน  ำตำลกลูโคส ในกำรผลิตตัวท ำละลำยได้สรุปไว้ในตำรำงที่ 4.5 
พบว่ำ แบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 สำมำรถใช้วัตถุดิบจำกมันส ำปะหลังประเภทต่ำงๆ 
เพื่อผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ ซึ่งเทียบเท่ำกับกำรใช้น  ำตำลกลูโคสเป็นแหล่ง
อำหำรหลัก 
 จำกกำรเปรียบเทียบประสิทธิภำพของกำรใช้วัตถุดิบจำกมันส ำปะหลัง ที่ไม่ได้ผ่ำน
กระบวนกำรย่อย (Non hydrolyzed treatment) ก่อนน ำเข้ำสู่กระบวนกำรหมัก ได้แก่ แป้งมัน มันเส้น 
และกำกมัน พบว่ำกำรใช้แป้งมันให้ผลผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์สูงที่สุดถึง 21.20  g/L ตำมด้วยกำรใช้
มันเส้น ซึ่งผลิตตัวท ำละลำยทั งหมดได้ 19.11 g/L ส่วนตัวอย่ำงกำกมันซึ่งมีองค์ประกอบของเส้นใยที่
ค่อนข้ำงสูงถึง 14.08 g/L (ตำรำงที่ 4.1) จึงไม่สำมำรถใช้ในกระบวนกำรหมักได้โดยตรง เน่ืองจำก
แบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ไม่มีควำมสำมำรถในกำรสร้ำงเอนไซม์ Cellulase ที่จะ
ย่อยส่วนประกอบที่เป็นเส้นใยภำยในโครงสร้ำงของ Lignocelluloses ในกำกมันได้  จึงจ ำเป็นต้อง
ย่อยตัวอย่ำงก่อนน ำเข้ำสู่กระบวนกำรหมัก 
 ส ำหรับกำรเปรียบเทียบประสิทธิภำพของกำรเตรียมตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง ทั งยอ่ยด้วย
เอนไซม์ กรด และกำรท ำให้เกิดเจลก่อนกำรหมัก (Gelatinization) โดยพบว่ำ กำรย่อยมันส ำปะหลัง
ด้วยเอนไซม์และกำรท ำให้เกิดเจลก่อนกำรหมัก สำมำรถผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้ในช่วง 19-21 
g/L ซึ่งผลกำรทดลองดังกล่ำวคล้ำยกับกำรศึกษำของ Nimcevic et al. (1998) ที่พบว่ำแบคทีเรีย Cl. 
beijerinckii NRRL B592 สำมำรถใช้มันฝรั่งทั งหัวที่ไม่ผ่ำนกำรเตรียมและย่อยด้วยเอนไซม์ใดๆ เป็น
แหล่งอำหำรในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ จำกข้อมูลดังกล่ำวสำมำรถสรุป
ได้ว่ำ กำรเตรียมตัวอย่ำงมันส ำปะหลังโดยกำรย่อยด้วยเอนไซม์ เพื่อผลิตน  ำตำลมอลโตสและน  ำตำล
กลูโคส ก่อนน ำเข้ำสู่กระบวนกำรหมักนั น ไม่ได้มีส่วนช่วยเพิ่มควำมสำมำรถในกำรผลิตตัวท ำละลำย
อินทรีย์ของแบคทีเรียชนิดนี เลย ส่วนกำรใช้ตัวอย่ำงมันส ำปะหลังที่ผ่ำนกำรเตรียมด้วยกรดไฮโดร
คลอลิกเจือจำงในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ พบว่ำปริมำณตัวท ำละลำยอินทรีย์ลดลงประมำณ 
19.48% เมื่อเทียบกับปริมำณตัวท ำละลำยอินทรีย์ที่ผลิตได้จำกกำรเตรียมตัวอย่ำงอื่นๆ (21.20 กับ 
17.07 g/L) ซึ่งสำเหตุอำจเนื่องจำกในระหว่ำงกำรเตรียมตัวอย่ำงด้วยกรด ซึ่งสำมำรถย่อยทุกพันธะ
อย่ำงไม่จ ำเพำะเจำะจงในโมเลกุลของตัวอย่ำง จึงอำจท ำให้เกิดกำรสร้ำงสำรที่มีคุณสมบัติในกำร
ยับยั งกำรเจริญของแบคทีเรียได้ ทั งนี ปัญหำที่สืบเนื่องมำจำกกำรเตรียมตัวอย่ำงก่อนกำรหมักด้วยกรด
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นั น เป็นที่ทรำบกันดีว่ำจะท ำให้เกิดกำรสร้ำงสำรประกอบ เช่น อนุพันธ์ของสำร Fufural ได้แก่ พวก 
Aliphatic acid และ Phenolic compound ชนิดต่ำงๆ ซึ่งเป็นพิษต่อแบคทีเรีย เป็นต้น (Purwadi et al., 
2004; Lee et al., 2009 และ Thongchul et al., 2010) อย่ำงไรก็ตำมกำรเตรียมตัวอย่ำงด้วยกรด เป็น
วิธีกำรที่ค่อนข้ำงสะดวก รวดเร็ว และประหยัดในกำรผลิตน  ำตำลโมเลกุลเด่ียวจำกอนุพันธ์ของสำรที่
ซับซ้อน เช่น Polysaccharide เป็นต้น จำกข้อมูลข้ำงต้นอำจจะอนุมำนได้ว่ำ กำรเตรียมตัวอย่ำงกำกมัน
โดยใช้กรด ภำยใต้สภำวะที่เหมำะสมในกำรศึกษำครั งนี เป็นวิธีที่มีค่ำใช้จ่ำยค่อนข้ำงต่ ำ และมี
ประสิทธิภำพในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์อย่ำงมำก ดังนั นกำรศึกษำนี จึงสรุปได้ว่ำวัตถุดิบมัน
ส ำปะหลัง (Cassava materials) สำมำรถใช้เป็นวัตถุดิบทำงเลือกในกำรผลิตตัวละลำยอินทรีย์อีกชนิด
หนึง่ ซึ่งสำมำรถผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้มำกกว่ำ 19 g/L เพียงแค่เตรียมตัวอย่ำงเล็กน้อยก่อนน  ำ
เข้ำสู่กระบวนกำรหมักเท่ำนั น 
 
  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
ตำรำงท่ี 4.5 ประสิทธิภำพกำรหมักโดยใช้วัตถุดิบมันส ำปะหลังประเภทต่ำงๆ ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 
Kinetic parameters Glucose 
Gelatinized 
cassava 
starch 
Enzyme 
hydrolysate 
cassava starch 
Gelatinized 
cassava chip 
    Enzyme 
hydrolysate 
cassava chip 
Enzyme 
hydrolysate 
cassava pulp 
Acid 
hydrolysate 
cassava pulp 
Initial substrate concentration (g/L) 66.02±0.05 60±0.02 65.78±0.09 60±0.01±0.01 65.46±0.06 66.22±0.02 64.72±0.06 
Final substrate concentration (g/L)  13.24±0.24 11.21±0.55 11.87±0.34 12.53±0.46 11.75±0.42 12.83±0.33 17.77±0.36 
Maximum dry cell weight concentration (g/L) 2.65±0.26 2.78±0.05 2.75±0.06 2.70±0.12 2.72±0.06 2.78±0.16 2.54±0.12 
Substrate utilized (%) 79.95±0.03 83.02±0.23 81.96±0.32 81.02±0.34 82.05±0.52 80.63±0.44 72.54±0.44 
Final acetic acid concentration (g/L)  0.53±0.08 0.66±0.21 1.04±0.35 1.35±0.24 1.26±0.09 1.45±0.27 1.06±0.12 
Final butyric acid concentration (g/L)  0.08±0.05 1.12±0.05 2.22±0.12 2.04±0.15 1.89±0.26 2.34±0.16 2.34±0.23 
Maximum acetone concentration (g/L) 5.45±0.32 4.89±0.11 4.38±0.44 4.05±0.23 4.12±0.38 4.22±0.22 3.86±0.34 
Maximum butanol concentration (g/L) 15.76±0.54 15.65±0.07 15.14±0.34 14.67±0.34 15.09±0.26 14.92±0.31 12.86±0.27 
Max. ethanol concentration (g/L) 0.58±0.02 0.66±0.05 0.34±0.02 0.39±0.02 0.53±0.05 0.52±0.02 0.35±0.02 
Total solvents concentration (g/L) 21.79±0.27 21.20±0.32 19.86±0.31 19.11±0.35 19.74±0.32 19.66±0.34 17.07±0.13 
Fermentation time (h)* 60 48 48 48 60 60 60 
Solvent yield (g solvents/g glucose) 0.41±0.03 0.39±0.02 0.37±0.02 0.36±0.01 0.37±0.03 0.37±0.03 0.36±0.02 
Solvent productivity (g solvents/L/h) 0.36±0.01 0.44±0.01 0.41±0.02 0.40±0.02 0.33±0.02 0.33±0.01 0.28±0.01 
ควำมเข้มข้นสุดท้ำยของกรดอินทรีย์ น  ำตำล และแป้ง ค ำนวณ ณ จุดที่มีกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ทั งหมดสูงสุด ส่วนค่ำผลผลิตที่ได้ (Yield) จะ
ค ำนวณตำมปริมำณน  ำตำลกลูโคสในอำหำร โดยก ำหนดให้ แป้ง 1 g สำมำรถเปลี่ยนเป็นน  ำตำลได้ 1.1 g และน  ำตำลมอลโตส 1 g สำมำรถเปลี่ยนเป็นน  ำตำล
กลูโคสได้ 1.053 g (Liew et al., 2006) *Fermentation time คือ เวลำที่ใช้กำรหมักที่ท ำให้เกิดกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์สูงสุด ตัวเลข ± คือค่ำเบี่ยงเบน
มำตรฐำนที่ค ำนวณจำกกำรทดลอง 3 ซ  ำ  
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 จำกกำรเปรียบเทียบวัตถุดิบประเภทแป้ง (Starchy material) ในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์
ด้วยแบคทีเรียกลุ่ม Clostridium sp. ดังแสดงในตำรำงที่ 4.6 พบว่ำกำรใช้แป้งมันส ำปะหลังในกำร
หมักแบบกะโดยไม่มีกำรควบคุมค่ำ pH ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ให้ผลผลิตตัว
ท ำละลำยอินทรีย์น้อยกว่ำกำรใช้แป้งสำคู (Sago starch) ในกำรหมักแบบกะที่ไม่มีกำรควบคุมค่ำ pH 
ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum P262 (17.99 กับ 14.33 g/L) ในทำงตรงกันข้ำมเมื่อควบคุมค่ำ pH 
ในกระบวนกำรหมักแป้งมันส ำปะหลังที่ pH 5.5  พบว่ำสำมำรถผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้มำกกว่ำ
กำรใช้แป้งสำคูในกำรหมักที่ไม่มีกำรควบคุมค่ำ pH จำกผลกำรทดลองดังกล่ำวชี ให้เห็นว่ำกำร
ควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักให้คงที่ในระหว่ำงกระบวนกำรหมัก มีส่วนช่วยเพิ่มประสิทธิภำพในกำร
ผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ได้ ดังนั นข้อพิสูจน์ในเรื่อง
กำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักให้คงที่ในกำรวิจัยนี อำจะสำมำรถน ำไปประยุกต์ใช้กับกำรผลิตตัวท ำ
ละลำยอินทรีย์ในระดับอุตสำหกรรมต่อไปได้ 
 เมื่อพิจำรณำกำรผลิตแอซิโตน เป็นที่น่ำสังเกตว่ำเมื่อใช้น  ำตำลกลูโคสเป็นแหล่งอำหำรหลักใน
กระบวนกำรหมักของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 นั นสำมำรถผลิตแอซิโตนได้
มำกกว่ำกำรใช้วัตถุดิบแป้งมันส ำปะหลัง ทั งที่ผ่ำนกำรย่อยและไม่ผ่ำนกำรย่อยก่อนน ำเข้ำสู่
กระบวนกำรหมัก อย่ำงไรก็ตำมเชื่อว่ำปัจจัยหลักที่ท ำให้เกิดควำมแตกต่ำง ของกำรผลิตตัวท ำละลำย
อินทรีย์ด้วยวัตถุดิบต่ำงๆ ในตำรำงที่ 4.6 คือเวลำที่ใช้ในกำรหมัก (Fermentation time) กล่ำวคือเมื่อ
ใช้วัตถุดิบทั งกำกมันและมันเส้นในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์นั น แบคทีเรียจะผลิตตัวท ำละลำย
อินทรีย์ได้สูงสุดที่ 48 ชั่วโมง แต่เมื่อใช้แป้งข้ำวโพดและแป้งสำคูในกระบวนกำรหมัก แบคทีเรียจะ
ผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์มำกที่สุดที่เวลำ 66 และ 77 ชั่วโมงตำมล ำดับ ขณะที่กำรใช้น  ำตำลกลูโคส
เป็นแหล่งอำหำรหลัก แบคทีเรียจะผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์สูงสุดที่ 60 ชั่วโมง ทั งนี ผลของกำรใช้
เวลำในกำรหมักที่มำกกว่ำตัวอย่ำงอื่นๆ เมื่อใช้แป้งข้ำวโพดและแป้งสำคูในกระบวนกำรหมัก จึงท ำ
ให้ค่ำอัตรำกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ (Productivity) น้อยกว่ำ เมื่อเทียบกับกำรใช้แป้งมัน
ส ำปะหลังหรือกำกมัน ปรำกฏกำรณ์ที่เกิดขึ นดังกล่ำว สำมำรถอธิบำยได้โดยอำศัยคุณสมบัติทำงเคมี
กำยภำพที่แตกต่ำงกันของแป้งแต่ละชนิด โดยมีกำรรำยงำนว่ำแป้งข้ำวโพดมีขนำดของเม็ดแป้งโดย
เฉลี่ยประมำณ 15 µm (Ma et al., 2006) และมีปริมำณ Amylose ประมำณ 28% (Ahmad et al., 1999) 
ส่วนแป้งสำคูมีขนำดของเม็ดแป้งโดยเฉลี่ยประมำณ 30 µm (Wang et al., 1995) และมีปริมำณ 
Amylose ประมำณ 24–31% (Ahmad et al., 1999 และ Sandhu and Singh, 2007) ในขณะที่แป้งมัน
ส ำปะหลังมีขนำดของเม็ดแป้งโดยเฉลี่ยประมำณ 13-15 µm (Rao and Tattiyakul, 1999) และมี
ปริมำณ Amylose ประมำณ 18.6-23.6% (Defloor et al., 1998) ทั งนี ขนำดของเม็ดแป้งที่เล็กกว่ำ จะ
ช่วยเพิ่มประสิทธิภำพในกำรย่อยของเอนไซม์ Amylase ได้ด้วย เนื่องจำกขนำดที่เล็กของเม็ดแป้งจะ
  
 
 
 
 
 
 
 
ช่วยเพิ่มพื นที่ผิวสัมผัสระหว่ำงเอนไซม์และตัวซับสเตรต จึงท ำให้เกิดกำรย่อยได้เร็วและดีขึ นด้วย  
(Cone et al., 1990) 
 
 ตำรำงท่ี 4.6 ควำมสำมำรถของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum spp. ในกำรใช้วัตถุดิบประเภทต่ำงๆ 
เพื่อกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ 
ควำมเข้มข้นสุดท้ำยของกรดอินทรีย์ น  ำตำล และแป้ง ค ำนวณ ณ จุดที่มีกำรผลิตตัวท ำละลำย
อินทรีย์ทั งหมดสูงสุด ส่วนค่ำผลผลิตที่ได้ (Yield) จะค ำนวณตำมปริมำณน  ำตำลกลูโคสในอำหำร 
โดยก ำหนดให้ แป้ง 1 g สำมำรถเปลี่ยนเป็นน  ำตำลได้ 1.1 g และน  ำตำลมอลโตส 1 g สำมำรถ
เปลี่ยนเป็นน  ำตำลกลูโคสได้ 1.053 g (Liew et al., 2006) *Fermentation time คือ เวลำที่ใช้กำรหมักที่
ท ำให้เกิดกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์สูงสุด ตัวเลข ± คือค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนที่ค ำนวณจำกกทดลอง 
3 ซ  ำ  aกำรหมักแบบกะที่มีกำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักที่ 5.5 ด้วยแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum 
TISTR 1462 (งำนวิจัยนี ) bกำรหมักแบบกะที่ไม่มีกำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมัก ด้วยแบคทีเรีย Cl. 
acetobutylicum TISTR 1462 (งำนวิจัยนี ) cกำรหมักแบบกะที่ไม่มีกำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมัก ด้วย
แบคทีเรีย Cl. saccharobutylicum P262 (Thang et al., 2010) dกำรหมักแบบกะที่ไม่มีกำรควบคุมค่ำ 
pH ของน  ำหมัก ด้วยแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum P262 (Madihah et al., 2001) 
Kinetic parameters 
Types of substrate 
Glucosea 
Cassava 
starcha 
Cassava 
chipa 
Cassava 
starchb 
Corn 
starchc 
Sago 
starchd 
Initial substrate conc. (g/L) 66.02±0.05 60±0.02 60±0.01 60±0.12 50.00 60.00 
Final substrate conc. (g/L)  13.24±0.24 11.21±0.55 12.53±0.46 10.46±0.24 11.46 17.06 
Maximum dry cell weight concentration (g/L) 2.65±0.26 2.78±0.05 2.70±0.12 2.48±0.06 2.60 2.08 
Substrate utilized (%) 79.95±0.03 83.02±0.23 81.02±0.34 84.24±0.07 78.60 no data 
Final acetic acid  concentration (g/L)  0.53±0.08 0.66±0.21 1.35±0.24 0.76±0.34 0.60 0.43 
Final butyric acid  concentration (g/L)  0.08±0.05 1.12±0.05 2.04±0.15 0.66±0.36 0.00 0.54 
Maximum acetone  concentration (g/L) 5.45±0.32 4.89±0.11 4.05±0.23 3.06±0.33 4.00 1.67 
Maximum concentration (g/L) 15.76±0.54 15.65±0.07 14.67±0.34 10.93±0.17 16.20 16.00 
Maximum ethanol  concentration (g/L) 0.58±0.02 0.66±0.05 0.39±0.02 0.34±0.08 0.50 0.34 
Total solvents  concentration (g/L) 21.79±0.27 21.20±0.32 19.11±0.35 14.33±0.11 20.70 17.99 
Fermentation time (h)* 60 48 48 48 66 77 
Solvent yield (g solvents/g glucose) 0.41±0.02 0.39±0.02 0.36±0.01 0.26±0.02 0.48 0.37 
Solvent productivity (g solvents/L/h) 0.36±0.01 0.44±0.01 0.40±0.02 0.24±0.01 0.31 0.23 
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บทที่ 5 
บทสรุป 
 
5.1 สรุปผลกำรวิจัย 
กำรวิจัยนี มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษำควำมเป็นไปได้ของกำรใช้แบคทีเรีย Cl. acetobutylicum 
TISTR 1462 เพื่อผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ (แอซิโตน บิวทำนอล และเอทำนอล) โดยใช้วัตถุดิบจำก
แป้งมันส ำปะหลังเป็นแห่งอำหำรหลัก เสริมด้วยสำรสกัดจำกยีสต์ที่เหลือใช้จำกโรงงำนอุตสำหกรรม
กำรผลิตเบียร์เป็นแหล่งไนโตรเจนในกระบวนกำรหมักแบบกะ จำกกำรทดลองพบว่ำ แบคทีเรีย Cl. 
acetobutylicum TISTR 1462 สำมำรถใช้วัตถุดิบจำกมันส ำปะหลังซึ่งมีอยู่มำกในประเทศและรำคำถูก 
ในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ ทั งนี ผลของกำรเตรียมตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง
ก่อนน ำเข้ำสู่กระบวนกำรหมักโดยกำรย่อยด้วยเอนไซม์นั น ไม่ได้ช่วยเพิ่มประสิทธิภำพของกำรผลิต
ตัวท ำละลำยอินทรีย์แต่อย่ำงใด เมื่อเปรียบเทียบปริมำณตัวท ำละลำยอินทรีย์ที่ได้กับตัวอย่ำงมัน
ส ำปะหลังที่ไม่ผ่ำนกำรเตรียมตัวอย่ำงก่อน ส ำหรับกำรเตรียมตัวอย่ำงก่อนกำรหมักด้วยกรดไฮโดร
คลอลิกเจือจำง พบว่ำท ำให้กำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ลดลงจำก 21.20 g/L เหลือ 17.07 g/L หรือคิด
เป็น 19.48% เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่ำงมันส ำปะหลังที่ไม่ผ่ำนกำรเตรียมตัวอย่ำงก่อน ซึ่งเชื่อว่ำ
สำเหตุน่ำจะมำจำกสำรยับยั งกำรเจริญของแบคทีเรีย (Growth inhibitor substance) ที่เกิดขึ นในขณะ
เตรียมตัวอย่ำงก็เป็นได้ นอกจำกนี ยังพบว่ำกำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมักให้คงที่ที่ pH 5.5 สำมำรถ
ผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ ซึ่งสูงกวำ่ตัวอย่ำงที่ไม่มีกำรควบคุมค่ำ pH ถึง 1.5 
เท่ำ ส่วนผลของกำรเปรียบเทียบชนิดของแหล่งไนโตรเจน พบว่ำกำรใช้สำรสกัดจำกยีสต์ที่เหลือใช้
จำกอุตสำหกรรมกำรผลิตเบียร์เป็นแหล่งไนโตรเจน สำมำรถผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้ 18.46 g/L 
ซึ่งเทียบเท่ำกับใช้สำรสกัดจำกยีสต์ทำงกำรค้ำ ที่ผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ทั งหมดได้เท่ำกับ 20.86 g/L 
จำกข้อมูลทั งหมดที่กล่ำวมำ แสดงให้เห็นว่ำวัตถุดิบจำกมันส ำปะหลังสำมำรถใช้เพื่อผลิตตัวท ำ
ละลำยอินทรีย์ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ ซึ่งผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้มำกกว่ำ 19 g/L โดยมีกำรย่อย
ตัวอย่ำงเพียงบำงส่วนก่อนท ำกำรหมักเท่ำนั น ยิ่งไปกว่ำนั น กระบวนกำรหมักวัตถุดิบจำกแป้งมัน
ส ำปะหลังซึ่งมีรำคำถูก และมีอยู่มำกตลอดทั งปีในประเทศไทย โดยกำรใช้วิธีกำรกำรควบคุมค่ำ pH 
ของน  ำหมักที่ pH 5.5 ร่วมกับกำรใช้สกัดจำกยีสต์ที่เหลือใช้จำกอุตสำหกรรมกำรผลิตเบียร์ ถือว่ำเป็น
วัตถุดิบที่มีประสิทธิภำพอีกทำงเลือกหนึ่ง ที่สำมำรถใช้เพื่อกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ในระดับ
อุตสำหกรรมที่ยั งยืนต่อไปได้ 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 งำนวิจัยนี เป็นงำนวิจัยพื นฐำนที่มุ่งเน้นไปที่กำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ (แอซิโตน บิวทำนอล 
และเอทำนอล) ในกระบวนกำรหมักแบบกะ โดยใช้วัตถุดิบจำกมันส ำปะหลัง ทั งแป้งมัน กำกมัน 
และมันเส้น ซึ่งมีอยู่มำกภำยในประเทศ ที่ส ำคัญรำคำถูกและสำมำรถหำได้ง่ำยตลอดทั งปีอีกด้วย ซึ่ง
ในกำรวิจัยนี จะใช้แบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่มีควำมสำมำรถใน
กำรผลิตสำรละลำยอินทรีย์ที่ต้องกำรได้ในปริมำณมำก และเป็นแบคทีเรียที่ได้รับควำมนิยมมำกที่สุด
ส ำหรับกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ในระดับอุตสำหกรรมด้วย นอกจำกนี แบคทีเรียดังกล่ำวยังมี
ควำมสำมำรถในกำรผลิตเอนไซม์ที่มีคุณสมบัติในกำรย่อยวัตถุดิบประเภทแป้งอีกด้วย อย่ำงไรก็ตำม
ในกรณีของกำรใช้ตัวอย่ำงกำกมันซึ่งมีองค์ประกอบของเส้นใยอยู่ในปริมำณมำกนั น แบคทีเรียจะไม่
สำมำรถใช้วัตถุดิบดังกล่ำวในกำรเจริญและสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้โดยตรง เน่ืองจำกไม่มี
ควำมสำมำรถในกำรสร้ำงเอนไซม์ ที่มีคุณสมบัติในกำรย่อยองค์ประกอบของโมเลกุลที่เป็นเส้นใยได้ 
ดังนั นจะต้องมีกำรเตรียมตัวอย่ำงโดยกำรย่อยด้วยเอนไซม์ หรือกรดก่อนน ำเข้ำสู่กระบวนกำรหมัก 
เพื่อเปลี่ยนโมเลกุลที่ซับซ้อนของตัวอย่ำง ให้กลำยเป็นน  ำตำลที่แบคทีเรียสำมำรถน ำไปใช้ใน
กระบวนกำรหมักได้ ทั งนี จำกกำรทดลองพบว่ำกำรเตรียมตัวอย่ำงกำกมันด้วยกรดนั น มีผลท ำให้
ประสิทธิภำพของกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ของแบคทีเรียลดลงประมำณ 19% เมื่อเปรียบเทียบกับ
กำรเตรียมตัวอย่ำงโดยกำรใช้เอนไซม์ แต่ทั งนี กำรเตรียมตัวอย่ำงด้วยกรดก่อนกำรหมักมีข้อได้เปรียบ
ในเร่ืองของต้นทุนกำรผลิต ประกอบกับเป็นวิธีกำรที่ค่อนข้ำงสะดวก รวดเร็ว และประหยัดในกำร
ผลิตน  ำตำลโมเลกุลเด่ียวจำกอนุพันธ์ของสำรที่ซับซ้อน เช่น Polysaccharide ดังนั นถ้ำจะใช้ตัวอย่ำง
กำกมันในกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ ในกำรวิจัยนี จึงขอแนะน ำให้เลือกวิธีกำรเตรียมตัวอย่ำงด้วย
กรดเจือจำง ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้ต้นทุนต่ ำและมีประสิทธิภำพสูงอีกด้วย  
 ถ้ำจะมีกำรทดลองครั งต่อไป ควรที่จะน ำโปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่สำมำรถวิเครำะห์ผลทำง
สถิติ เช่น โปรแกรม Response Surface Methodology (RSM) มำช่วยวิเครำะห์ผลกำรทดลองเพื่อหำ
จุดที่เหมำะสมอย่ำงแท้จริง ของแต่ละปัจจัยซึ่งมีผลต่อกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ที่ได้ศึกษำไป ไม่
ว่ำจะเป็นกำรควบคุมค่ำ pH ของน  ำหมัก ควำมเข้มข้นเร่ิมต้นของตัวอย่ำงที่ใช้ ตลอดจนเพิ่มปัจจัย
อ่ืนๆ เช่น อุณหภูมิ ซึ่งเชื่อว่ำน่ำจะมีผลต่อกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์ด้วยแบคทีเรียกลุ่มนี อย่ำงมำก 
เพื่อให้สำมำรถน ำข้อมูลที่ได้ไปประยุกต์ใช้ในระดับอุตสำหกรรมได้ง่ำยขึ น นอกจำกนี ควรมีกำรเพิ่ม
กำรศึกษำถึงระบบกำรหมักแบบต่อเนื่อง โดยกำรเลี ยงแบบ Chemostat และ Turbidostat ตลอดจน
ควรมีกำรศึกษำถึงกำรเลี ยงแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 โดยวิธีกำรตรึงเซลล ์
(Immobilized) แบบต่ำงๆ ด้วย 
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5.2 อุปสรรค 
 ในระหว่ำงกำรด ำเนินกำรวิจัยพบปัญญำหลัก คือ กำรเกิดกำรกลำยพันธุ์หรือเสื่อมสภำพ 
(Strain degeneration) ของแบคทีเรียที่ใช้ ซึ่งมีผลท ำให้ประสิทธิภำพกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์
ลดลง หรือไม่พบกำรผลิตตัวท ำละลำยอินทรีย์เลย จะพบเฉพำะกำรผลิตกรดอินทรีย์เท่ำนั น ทั งนี 
แบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 เป็นแบคทีเรียที่เจริญและสร้ำงตัวท ำละลำยอินทรีย์ใน
สภำวะไร้ออกซิเจน (Strictly anaerobic bacteria) จึงท ำให้เกิดควำมยุ่งยำกในกำรด ำเนินกำรวิจัย ทั ง
ในเร่ืองของกำรควบคุมสภำวะของกระบวนกำรหมัก กำรเตรียมกล้ำเชื อเพื่อใช้ในกระบวนกำรหมัก 
ตลอดจนกำรเก็บรักษำแบคทีเรียที่จะใช้เป็นกล้ำเชื อในกระบวนกำรหมัก ในกำรนี ได้แก้ปัญหำโดยท ำ
กำรควบคุมสภำวะในระหว่ำงท ำกำรหมัก โดยกำรไล่ออกซิเจนในน  ำหมักก่อนกำรถ่ำยกล้ำเชื อด้วย
แก๊สไนโตรเจนทุกครั งและจะให้แก๊สไนโตรเจนต่อไปอีกเร่ือยๆ จนกระทั งพบว่ำแบคทีเรียเร่ิมมีกำร
เจริญและสร้ำงแก๊สได้เอง (คำร์บอนไดออกไซด์และไฮโดรเจน) จึงจะหยุดกำรให้แก๊สไนโตรเจน 
ส ำหรับกำรเก็บ Stock กล้ำเชื อนั น จะเก็บในรูปของสปอร์โดยละลำยในน  ำกลั่นแล้วเก็บที่อุณหภูมิ    
4ºC จนกว่ำจะน ำกล้ำเชื อนั นไปใช้ เน่ืองจำกแบคทีเรียในรูปของสปอร์สำมำรถทนต่อสภำวะที่ไม่
เหมำะสม หรือมีออกซิเจนอยู่ได้ และที่ส ำคัญกำรเก็บกล้ำเชื อในรูปของสำรละลำยสปอร์นั น สำมำรถ
ป้องกันกำรเกิดกำรกลำยพันธุ์และเสียสภำพธรรมชำติของแบคทีเรียได้อีกด้วย 
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ภำคผนวก ก 
ส่วนผสมของอำหำรเลี้ยง 
1. Cooked Meat Medium 
 Beef heart extract   30 g/L 
 Meat peptone    20 g/L  
 D (+) glucose    2 g/L 
 Sodium chloride    5 g/L 
2. Cooked Meat Agar 
 Beef heart extract   30 g/L 
 Meat peptone    20 g/L  
 D (+) glucose    2 g/L 
 Sodium chloride    5 g/L 
 Agar     15 g/L 
3. Reinforced Clostridial Agar 
 Casein enzymic hydrolysate   10 g/L 
 Beef extract     10 g/L 
 Yeast extract     5 g/L  
 Dextrose     5 g/L 
 Sodium chloride    3 g/L  
 Sodium acetate    1 g/L 
 Soluble starch    0.5 g/L  
 L- cystein hydrochloride   0.5 g/L 
 Agar     15 g/L 
  
 
 
 
 
 
 
 
ภำคผนวก ข 
กรำฟมำตรฐำน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี  1ข ควำมสัมพันธ์ระหว่ำง Optical density (OD) และน  ำหนักเซลล์แห้ง (Dry cell weight) 
ของแบคทีเรีย Cl. acetobutylicum TISTR 1462 
 
ภำพท่ี 2ข กรำฟสำรละลำยมำตรฐำนของน  ำตำลกลูโคสที่ได้จำกเคร่ือง HPLC  
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ภำพท่ี 3ข กรำฟสำรละลำยมำตรฐำนของน  ำตำลมอลโตสที่ได้จำกเคร่ือง HPLC  
 
ภำพท่ี 4ข กรำฟสำรละลำยมำตรฐำนของกรดบิวทิริกที่ได้จำกเคร่ือง HPLC 
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ภำพท่ี 5ข กรำฟสำรละลำยมำตรฐำนของกรดอะซิติกที่ได้จำกเคร่ือง HPLC  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 6ข กรำฟสำรละลำยมำตรฐำนของน  ำตำลกลูโคสที่วิเครำะห์ด้วยวิธี DNS  
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ภำพท่ี 7ข กรำฟสำรละลำยมำตรฐำนของบิวทำนอลที่ได้จำกเคร่ือง GC 
 
 
ภำพท่ี 8ข กรำฟสำรละลำยมำตรฐำนของเอทำนอลที่ได้จำกเคร่ือง GC 
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ภำพท่ี 9ข กรำฟสำรละลำยมำตรฐำนของแอซิโตนที่ได้จำกเคร่ือง GC 
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